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LYHENTEET 
 
AOAC Virallinen analyyttisen kemian yhdistys (Assosiation of Official Analytical 
Chemistry) 
AZAs Atsaspirasidit (Azaspiracids) 
CID Törmäysaktivointi eli törmäysindusoitu hajoaminen (Collision-induced 
dissociation) 
C8 Oktyyli 
C18 Oktadekyyli  
CIs Sykliset imiinit (Cyclic imines) 
DTXs Dinofyysistoksiinit (Dinophysistoxins) 
ESI Sähkösumutusionisaatio (Electrospray ionisation) 
EU Euroopan unioni (European union) 
EU-RL-MB Euroopan unionin merellisten biotoksiinien vertailulaboratorio (European 
Union reference laboratory for marine biotoxins) 
EFSA Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto (European food safety authority) 
EVIRA Elintarviketurvallisuusvirasto 
FIA Virtausinjektioanalyysi (Flow injection analysis) 
GTXs Gonjautoksiinit (Gonyautoxins) 
GYMs Gymnodimiinit (Gymnodimines) 
HILIC Hydrofiilisen vuorovaikutuksen nestekromatografia (Hydrofilic interaction 
liquid chomatography) 
HorRat Horwitzin suhde (Horwitz ratio) 
HPLC Korkean erotuskyvyn nestekromatografia (High performance liquid 
chromatography) 
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ISO Kansainvälinen standardisoimisjärjestö (International organization for 
standardization) 
IUPAC Kansainvälisen kemian ja sovelletun kemian liitto (International Union of 
Pure and Applied Chemistry)  
LC Nestekromatografia (Liquid chromatography) 
LC-MS Nestekromatografia-massaspektrometria (Liquid chromatography mass 
spectrometry) 
LC-MS/MS Nestekromatografia-tandemmassaspektrometria (Liquid chromatography-
tandem mass spectrometry) 
LC-ox-FLD Kolonnin jälkeinen hapetus ja fluoresenssidetektointi (Post-column oxidation 
and fluorescence detection) 
LOQ Määritysraja (Limit of quantitation) 
MMS Matriisisuora (Matrix-matched standard calibration) 
MRM Monireaktiomonitorointi (Multiple reaction monitoring) 
ox-LC-FLD Hapetus ennen kolonnia ja fluoresenssidetektointi (Pre-column oxidation and 
fluorescence detection)   
NMR Ydinmagneettiresonanssi (spektroskopia) (Nuclear magnetic resonance 
(spectroscopy)) 
NPLC Normaalifaasinestekromatografia (Normal phase liquid chromatography) 
OA Okadahappo (Ocadaic acid)  
PTXs Pektenotoksiinit (Pectenotoxins)   
PnTXs Pinnatoksiinit (Pinnatoxins) 
PtTXs Pteriatoksiinit (Pteriatoxins) 
RPLC Käänteisfaasinestekromatografia (Reversed phase liquid chromatography) 
RSDr  Toistettavuuden suhteellinen keskihajonta (Relative standard deviation of 
repeatibility) 
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RSDR Uusittavuuden suhteellinen keskihajonta (Relative standard deviation of 
reproducibility) 
UPLC-MS Erittäin suuren erotuskyvyn nestekromatografia mass spektrometria (Ultra 
performance liquid chromatography mass spectrometry)  
UV/VIS    Ultravioletti- ja näkyvä valo (Ultaviolet/visible) 
SCAN Massa-alueen pyyhkäisy (Scanning the selected mass range) 
SCX Vahvaa kationinvaihdin (Strong cation exchange) 
SIM Valittujen ionien seuranta (Selected ion monitoring) 
SPXs Spirolidit (Spirolides) 
STXs Saksitoksiinit (Saxitoxins) 
YTXs Jessotoksiinit (Yessotoxins) 
ZIC Kahtaisioni (Zwitterionic) 
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1 JOHDANTO 
 
Pääosin levien tuottamat merelliset biotoksiinit eli äyriäismyrkyt voivat kulkeutua helposti 
ravinnon mukana etenkin simpukoihin.
1-7
 Eläimet ja ihmiset altistuvat puolestaan 
toksiineille syötyään saastuneita simpukoita. Eräille myrkyille altistumista on havaittu 
myös hengityksen välityksellä ja ihokontaktin kautta (brevetoksiinit).
3
 Saastuneet 
elintarvikkeet aiheuttavat paitsi vakavia terveysuhkia myös taloudellisia menetyksiä, kun 
viljelylaitoksia joudutaan sulkemaan.
3, 5, 8
 Elintarvikkeissa esiintyville toksiineille onkin 
asetettu raja-arvoja ja analyyttisille menetelmille vaatimuksia.
1
   
 
Perinteisesti äyriäismyrkyt on luokiteltu myrkytysoireiden perusteella, mutta 
elintarvikekontrollissa ja analytiikassa yhdisteet jaetaan lipofiilisiin ja hydrofiilisiin 
yhdisteisiin.
9
 Euroopan Unionissa (European Union, EU) hydrofiilistä myrkyistä raja-arvo 
on määritetty saksitoksiineille (800 µg/kg) ja domoiinihapolle (20 mg/kg) ja lipofiilistä 
yhdisteistä yhteisesti okadahapolle, dinofyysistoksiineille ja pektenotoksiineille (160 
µg/kg) ja erikseen jessotoksiineille (1 mg/kg) ja atsaspirasideille (160 µg/kg).
5, 9, 10
 
Lipofiilisiä toksiineja ovat myös sykliset imiinit, joita on eristetty ja tunnistettu 1990-
luvulta lähtien.
9, 11-13
 Niiden pitoisuuksille ei ole kuitenkaan asetettu raja-arvoa, koska 
niiden toksisuudesta ihmisille ei ole vielä tarpeeksi tietoa. Syklisten imiinien on kuitenkin 
todettu olevan myrkyllisiä hiirille.  
 
Koska nestekromatografia-tandemmassaspektrometria on korvannut myrkkyjen 
kokonaispitoisuuden ilmaisevan biologisen hiiritestin simpukoiden säännöstellyiden 
lipofiilisten toksiinien virallisena analyysimenetelmänä Euroopassa,
14, 15
 jäävät sykliset 
imiinit nyt analysoimatta ja markkinoille saattaa päätyä syklisiä imiinejä sisältäviä 
simpukoita.
6
 Tutkijat ovatkin viime aikoina kiinnostuneet syklisisten imiinien 
kvantitatiivisten analyysimenetelmien kehittämisestä. Tämän pro gradu -tutkielman 
kirjallisen osan tarkoitus on esittää kirjallisuuskatsaus näistä analyysimenetelmistä (2004–
2014). Kirjallisen osan aluksi käydään läpi pääpiirteittäin toksiinien rakenteita ja 
esiintyvyyttä.  
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Saksitoksiinien kontrollia Euroopassa hallitsevat puolestaan AOAC:n (Assosiation of 
Official Analytical Chemistry) virallinen hiirikoe (AOAC 959.08) ja vaihtoehtoinen 
kemiallinen menetelmä (AOAC 2005.06), missä saksitoksiinit hapetetaan ennen 
nestekromatografista analyysia ja fluoresenssidetektointia (eng. pre-column oxidation and 
fluorescence detection, ox-LC-FLD).
3, 16, 17
 Myös menetelmä, jossa toksiinit hapetetaan 
kolonnin jälkeen (eng. post-column oxidation and fluorescence detection, LC-ox-FLD), on 
validoitu, hyväksytty viralliseksi menetelmäksi ja on laajalti käytössä (AOAC  
2011.02).
16, 18
 Hiiritesti ilmaisee vain myrkkyjen kokonaispitoisuuden, ja se on altis muille 
häiritseville yhdisteille.
19, 20
 Testeillä on huono toistettavuus, eivätkä ne ole tarpeeksi 
herkkiä biotoksiinien pienille pitoisuuksille. Ne eivät ole myöskään eettisesti  
kestäviä.
1, 19, 20
 Menetelmässä, jossa toksiinit hapetetaan ennen kolonnia, niitä fraktioidaan 
ioninvaihtopuhdistuksella, mikä vie aikaa eikä epimeeripareja saada silti eroteltua.  
Kolonnin jälkeinen hapetus vaatii puolestaan monimutkaisen laitteiston ja toisaalta niin 
ikään neutraalien ja varauksellisten analyyttien analyysin erikseen.
19-21
    
 
Massaspektometrian liittämistä saksitoksiinien nestekromatografiseen analyysiin, etenkin 
hydrofiilisen vuorovaikutuksen nestekromatografiaan, on alettu tutkia enenevässä määrin. 
Tämän pro gradun kokeellisen osan tavoitteena oli kehittää nestekromatografia-
tandemmassaspektrometrinen analyysimenetelmä näytteenkäsittelymenetelmineen 
saksitoksiinien pitoisuuksien määrittämiseksi syötäviksi tarkoitetuista merellisistä 
simpukoista Elintarviketurvallisuusviraston laitteistolla. 
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I KIRJALLINEN OSA: Syklisten imiinien kvantitatiivinen analytiikka 
 
2 SIMPUKAT  
 
Simpukat kuuluvat nilviäisten (Mollusca) pääjaksoon.
22
 Simpukoiden (Bivalvia) luokka 
jaetaan edelleen eri lahkoihin, heimoihin, sukuihin ja lajeihin.
23
 Yleisesti syötävänä 
käytettyjä simpukkalajeja on esimerkiksi sinisimpukoissa (Mytilus), ostereissa 
(ostereidae), kampasimpukoissa (Pectinadae) ja venus-simpukoissa (Veneridae) 
Yleisimmin syötävänä käytetty simpukkalaji on sinisimpukka (Mytilus edulis). Suomen 
sinisimpukat ovat ainakin vielä toistaiseksi liian pieniä ihmisten ravinnoksi. Taulukkoon 1 
on koottu simpukkalajeja (ja merisiililaji), joista tutkijat ovat viime aikoina määrittäneet 
syklisten imiinien pitoisuuksia.  
 
Taulukko 1. Simpukkalajeja (ja merisiililaji), joista sykliten imiinien pitoisuuksia on viime 
aikoina määritetty. 
Simpukat Laji Lähde 
Sinisimpukat Mytilus edulus 7,13,58,61 
  Mytilus gallopprovincials 5,8,29,49,59 
Venus-simpukat Venerupis pullastra 8,29 
  Callista chiane 5 
  Chamelea callina 5 
  Donax truncus 5,8 
  V.decussata 49 
  Mulinia edulis 60 
  Ensis directus 58 
  Ruditapes philippinarum 59 
  Ensis arcuatus 8,29 
  Ensis spp 5 
  Mesodesma donacium 60 
Kampasimpukat Pecten maximus 8,58 
  Pecten spp 5 
  Chlamys varia 5 
  Pecten novaezelandiae 62 
Osterit Crassosrea gigas 7,58,59,61,62 
Sydänsimpukat Cerastoderma edule 8,58 
  Austrovenus stutchbury 62 
Vihersimpukka Perna canalicus 62 
Merisiili Paracentrotuslividus 59 
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Suurimmalla osalla simpukoita on kiduspari, jolla ne hengittävät ja keräävät ravintoa.
22
 
Simpukat saavat levistä proteiineja, rasvoja, hiilihydraatteja ja muita yhdisteitä 
biomassansa kasvattamiseen.
24
 Levien mukana simpukoihin kulkeutuu myös levien 
tuottamia myrkkyjä.
1-4
 Vaikka kaikki levät eivät olekaan myrkyllisiä, kertyy simpukoihin 
väistämättä toksiineja.
2
 Simpukat suodattavat vettä noin 20 l/h ja esimerkiksi leväkukinnan 
aikana litrassa vettä on monta miljoonaa levää.
1-4
  
3 SYKLISET IMIINIT 
 
Syklisiin imiineihin (Cyclic imines, CIs) kuuluvat spirolidit (eng. Spirolides, SPXs), 
gymnodimiinit (eng. Gymnodimines, GYMs), pinnatoksiinit (eng. Pinnatoxins, PnTXs), 
pteriatoksiinit (eng. Pteriatoxins, PtTXs), prorosentrolidit (eng. prorocentrolides) ja spiro-
prorosentrimiinit (eng. spiro-prorocentrimines). Toksiinit on ryhmitelty yhteen, koska 
niillä on samankaltainen kemiallinen rakenne
11
 ja koska ne aiheuttavat samankaltaisen 
myrkytyksen.
11, 12
                                                                                                                                            
                                                
Kaikki sykliset imiinit (C=N) ovat makrosyklisiä yhdisteitä, joissa on imiinirenkaan (6-7 
jäseninen) lisäksi siihen spiro-linkittynynyt sykloheksyyli (prorosentrolideilla yhteen 
liittyneenä) ja makrorengas (16–27 hiiltä), jossa on eetterikokonaisuus.11 Pinna- ja 
pteriatoksiineilla sykloheksyylin sivuketjussa on karboksyylihapporyhmä vapaana, mutta 
muilla toksiineilla karboksyyliryhmä on laktonirenkaassa (syklinen esteri). Kaikilla 
yhdisteillä on useita paitsi levien tuottamia myös simpukan aineenvaihdunnan tuloksena 
syntyneitä analogeja.
3
 Simpukat kykenevät myös muokkaamaan yhdisteitä myrkyttömiksi.
6
  
 
Poolisista ryhmistä huolimatta sykliset imiinit ovat kokonaisuudessaan lipofiilisiä.
3
 
Yhdisteet liukenevat kuitenkin poolisiin orgaanisiin liuottimiin kuten metanoliin, asetoniin, 
kloroformiin ja etyyliasetaattiin.
12
 Toksiinien rakenteessa ei ole kromoforeja, jotka 
absorboisivat ultravioletti- tai näkyvän valon (eng. ultaviolet/visible, UV/VIS) 
aallonpituuksia.  
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Toksiinien aiheuttamia myrkytyksiä ihmisillä ei ole raportoitu, mutta niiden on todettu 
aiheuttavan nimenomaan akuutin myrkytyksen hiirillä.
6, 9, 11, 12
 Toksiinit sitoutuvat 
nikotiini- ja muskariiniasetyylikoliinireseptoriin ja estävät niiden toiminnan keskus- ja 
ääreishermostossa ja hermolihasliittymässä.
9, 12
 Myrkytys ilmenee muun muassa 
kouristuksina, halvaantumisena ja hengenahdistuksena.
6
 Suuri pitoisuus tappaa nopeasti 
hiiret.
11, 12
 Toisaalta hiirien toiminta palautui täysin jos yhdisteiden pitoisuus oli niin pieni 
että hiiret eivät kuolleet.
6, 12, 25
 Toistaiseksi syklisille imiinien pitoisuuksille simpukoissa ei 
ole asetettu rajoja, koska niiden toksisuudesta ihmisille ei ole vielä tarpeeksi tietoa. 
9, 11, 12
                                                                                                                                                   
 
3.1 Spirolidit 
 
Ensimmäiset SPX-toksiinit löydettiin simpukoista Kanadassa 1990-luvun alussa, jonka 
jälkeen niiden rakenne selvitettiin (B ja D).
26
 Viime aikoina toksiineja on löydetty 
simpukoista ympäri maailmaa ja uusien löydettyjen analogien rakenteita on selvitetty.
27-29
 
Kun Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto (eng. European Food Safety Authority, 
EFSA) kartoitti syklisten imiinien esiintymistä Euroopassa syötäviksi tarkoitetuissa 
simpukoissa (2002–2008), vain spirolideja raportoitiin löytyneen.12  
 
Toksiineja tuottaa pääasiassa panssarisiimalevä Alexandrium ostenfeldi.
11, 12, 30
 Sama levä 
tuottaa myös saksitoksiineja (eng. saxitoxins, STXs). Esimerkiksi Krympin ryhmä löysi 
levästä saksitoksiinia ja gonjautoksiineja ja (eng. gonyautoxins, GTXs) Ahvenanmaan 
saaristosta.
31
 Myös panssarisiimalevä Alexandrium peruvianumin on todettu tuottavan 
spirolideja.
32, 33
  
 
Taulukossa 2 on esitetty spirolidien rakenteet. Spiroliderit jaetaan kemiallisen rakenteen 
perusteella perinteisesti kolmeen ryhmään.
12
 Enimmäisen ryhmän yhdisteissä on 
heptasyklisen imiinirenkaan lisäksi 6-5-5 trispiroketaalirengasjärjestelmä.
11, 12, 30
 Toinen 
ryhmä on muuten samanlainen paitsi heptasyklinen imiinirengas (SPX A ja B) on 
hydrolysoitunut ja auennut muodostaen ketoamiinin (SPX E ja F), eivätkä yhdisteet siten 
enää ole biologisesti aktiivisia.
12
  Kolmas ryhmä on ensimmäisen ryhmän kaltainen, paitsi 
että siinä on puolestaan 6-6-5 trispiroketaalirengasjärjestelmä.
11
 Ryhmien sisällä 
11 
 
vaihtelevat sivuketjut R1, R2, R3 ja R4, joka on joko -H tai -CH3 sekä se, onko yhdisteellä 
kaksoissidos välillä C2-C3 vai ei. 13-desmetyylispirolidi C on SPC A:n isomeeri.  
 
Taulukko 2 Spirolidien rakenteet ja moolimassa (M). ∆2,3 on kaksoissidos C2-C3  
välillä.12, 30  
 
Yhdiste Lyhen- R₁ R₂ R₃ R₄ ∆²˒³ M       
  ne           (g/mol)       
                
 
1. ryhmä   
Spirolidi  A SPX A H CH₃ CH₃ H √ 692 
 
 
 
 
  
Spirolidi  B SPX B H CH₃ CH₃ H − 694 
  
  
Spirolidi  C SPX C CH₃ CH₃ CH₃ H √ 706 
  
  
Spirolidi  D SPX D CH₃ CH₃ CH₃ H − 708 
  
  
13-Desmetyylispirolidi C SPX 1 CH₃ H CH₃ H √ 692 
  
  
13,19-Didesmetyylispirolidi C   CH₃ H H H √ 678 
  
  
13-Desmetyylispirolidi D   CH₃ H CH₃ H − 694 
  
  
27-Hydroksi-13,19-   CH₃ H H CH₃ √ 692 
  
  
didesmetyylispirolidi D                 
 
  
                
 
2. ryhmä   
                
 
 
 
 
  
                
  
  
Spirolidi  E SPX E H CH₃ CH₃ H √ 710 
  
  
Spirolidi  F SPX F H CH₃ CH₃ H − 712 
  
  
                
  
  
                
  
  
                  
 
  
                
 
3. ryhmä   
                
 
 
 
 
  
                
  
  
Spirolidi  G SPX G     H   
 
692 
  
  
20-Metyylispirolidi G       CH₃   
 
706 
  
  
                
  
  
                
  
  
                      
 
 
12 
 
Edellisten lisäksi Roachin ryhmä on erottanut panssarisiimalevä Alexandrium ostenfeldistä 
uuden ryhmän spirolideja ja määrittänyt niiden rakenteet.
34
 Ryhmään kuuluvat analogit 
SPX H ja I ovat rakenteellisesti samanlaisia kuin muut spirolidit paitsi että niillä on 
trispiroketaali rengasjärjestelmän sijaan 5-6 dispiroketaalijärjestelmä. Toisistansa ne 
eroavat laktonin saturaation (C2-C3) perusteella (kuva 1).   
 
 
 
Kuva 1. Uuden spirolidiryhmän analogien H (1) ja I (2) rakenne. ∆2,3 on kaksoissidos 
laktoniosassa välillä C2-C3. 
34
  
 
3.2 Gymnodimiinit 
 
Gymnodimiineja tuottaa panssarisiimalevä Karenia Selliformis.
11, 12, 30
 Uuden Seelannin 
rannikon lisäksi on GYM-toksiineja viime aikoina löydetty Välimereltä Tunisiasta.
6, 35
 
Tunisiassa kasvatettut simpukat kulkeutuvat pääasiassa Eurooppaan myytäviksi. 
6
 
      
Taulukossa 3 on esitetty gymnodimiinien rakenteet. Gymnodimiinit ovat syklisistä 
imiineistä pienimpiä molekyylejä.
11, 12
 Kaikilla analogeilla on kuusirenkainen imiini ja 
siihen linkittynyt makrorengas (16 hiiltä), jossa on eetterisilta.
11, 12
 Ryhmän sisällä 
vaihtelevat sivuketjut R1 ja R2, ja ne ovat -H, -OH tai kaksoissidos.   GYM B ja C ovat 
hapettueet GYM A:sta ja ovat toistensa isomeereja (C18).   
  
13 
 
Taulukko 3. Gymnodimiiniien rakenteet ja moolimassa (M). ∆17,18 on kaksoissidos C17-
C18 välillä. 
12
            
 
Yhdiste Lyhenne R₁ R₂ M         
        (g/mol)         
          
 
 
 
  
  
          
   
  
Gymnodimiini A GYM A H ∆¹⁷˒¹⁸ 507 
   
  
Gymnodimiini B GYM B H OH 523 
   
  
Gymnodimiini C GYM C OH H 523 
   
  
          
   
  
          
   
  
               
                                                                                                                                                                        
Hiljattain Van Wagonerin ryhmä erotti panssarisiimalevä Alexandrium peruvianumista 
uuden GYM-analogin 12-Metyyligymnodimiinin ja selvitti sen rakenteen (kuva 2).
32
  
 
 
 
Kuva 2. Uudemman 12-Metyyligymnodimiini-analogin rakenne. 
32
               
                                                                                                                                                                  
3.3 Pinnatoksiinit ja pteriatoksiinit 
 
Pinnatoksiinit (A-D) ja pteriatoksiinit (A-C) löydettiin alkuaan Tyynen valtameren 
simpukoista ja niiden rakenne määritettiin.
36-41
 Hiljattain Selwoodin ryhmä eristi 
simpukoista uusia analogeja ja selvitti niiden rakenteen (PnTX E, F, G).
42
 Viime aikoina 
pinnatoksiineja on löytynyt Norjasta,
25, 43
 Välimereltä ja Pohjois-Amerikasta.
44
 Viimein 
löydettiin myös panssarisiimalevä, joka tuottaa pinnatoksiinia E ja F
45
 ja panssarisiimalevä, 
14 
 
joka tuottaa pinnatoksiinia G
46
. Muiden PnTX-analogien ja PtTX-yhdisteiden oletetaan 
syntyneen G- ja F-analogeista simpukan aineenvaihdunnan tuloksena.
42
 
 
Taulukossa 4 on esitetty pinnatoksiinien ja pteriatoksiinien rakenteet. Toksiineilla on 
makrorenkaassa 6-5-6 trispiroketaalirengasjärjestelmän lisäksi bisyklinen eetterirengas
11, 12
 
Pinnatoksiinien analogeilla sykloheksyylin sivuketjun (R1) hiilien määrä ja toiminnallinen 
ryhmä vaihtelee ja on karboksyyli (A), glysiini (2-aminoetikkahappo) (B ja C), ƴ-
ketovoihappo (ƴ-1-oksobutaanihappo) (D), edellisestä pelkistynyt analogi (E), 
laktonirengas (F), vinyyli (G) tai metyyliesteri.
11
 Pteriatoksiineilla sivuketjuna (R1) on 
puolestaan kysteeni, jossa joko hydroksyyli (A) tai hydroksymetyyli (B ja C). 
Kummallakin yhdisteryhmällä sivuketjut R2-R4 ovat -OH, -H tai -CH3. 
11, 12, 30
 Edellisten 
lisäksi Selwoodin ryhmä löysi pinnatoksiinin, jonka m/z-arvo on 726,5, mutta jonka 
rakenne ei ole vielä selvä.
42
  
 
Taulukko 4. PnTXs ja PtTXs analogien rakenne.
12, 42
          
    
Yhdiste Lyhenne R₁ R₂ R₃ R₄ M       
            (g/mol)       
Pinnatoksiini A PnTX A 
 
OH H H 711   
 
  
Pinnatoksiini B (36S) PnTX B 
 
  
 
OH H H 740   
 
  
ja C (36R) ja C             
 
  
Pinnatoksiini D PnTX D 
 
H OH CH₈ 781 
 
  
 
 
  
              
 
  
Pinnatoksiini E PnTX E 
 
H OH CH₈ 783   
 
  
              
 
  
Pinnatoksiini F PnTX F 
 
H OH CH₈ 765   
 
  
              
 
  
Pinnatoksiini G PnTX G 
 
OH H H 693   
 
  
              
 
  
Pteriatoksiini A PtTX A 
 
OH H H 830   
 
  
              
 
  
Pteriatoksiini B (36S) PtTX B 
 
  
 
OH H H 830   
 
  
ja C (36R) ja C                 
 
15 
 
3.4 Prorosentrolidit ja spiro-prorosentrimiinit  
 
Prorosentrolideista ja spiro-prorosentrimiinien tuotannosta vastaavat 
panssarisiimaleväsuvun Prorocentrum lajit.
26, 47, 48
 Levälajit, jotka sisältävät näitä 
yhdisteitä eivät muodosta massiivisia esiintymisiä, eikä toksiinien maantieteellistä 
esiintyvyyttä tiedetä.
11
  
 
Prorosentrolidien moolimasa on syklistä imiineistä suurin.
11
 Prorosentrolideilla 
sykloheksyyli on liittynyt yhteen imiinirenkaan kanssa, eikä se ole spiro-linkittyneenä 
kuten muilla imiineillä. Yhdisteillä on pisin sykloheksyylin sivuketju (18) hiiltä. Kaikkien 
analogien makrorenkaassa on eetterisilta. Sivuketjut R1-R3 ovat -H, -CH3 tai -OSO3 
(Taulukko 5). 
 
Taulukko 5. Prorosentrolidien rakenne ja moolimassa (M).
11
                                                                                                                                                                           
  
Yhdiste R₁ R₂ R₃ M         
        (g/mol)         
          
 
 
 
  
  
          
   
  
          
   
  
          
   
  
Prorosentroliderit A H CH₃ H 980 
   
  
Prorosentroliderit B CH₂ H OSO₃H 1076 
   
  
          
   
  
          
   
  
          
   
  
                  
      
                                                                
Spiro-prorosentrimiinilla on makrorenkaassa sulfaattiryhmä ja neutraaleissa olosuhteissa 
yhdisteellä on kahtaisionin (eng. zwitterionic, ZIC) ominaisuudet.
11
 Kuvassa 3 on esitetty 
yhdisteen rakenne. Yhdisteen mooolimassa on 828 g/mol.  
16 
 
  
 
Kuva 3. Spiro-prorosentrimiinin rakenne.
11
                                                                                                                                                                               
 
4 ANALYYSIMENETELMÄT  
 
Syklisten imiinien pitoisuuksia simpukoista on analysoitu perinteisesti hiirikokeella.
12
 
Hiirikoe ei ole kuitenkaan tarpeeksi spesifinen, herkkä eikä se ole eettisesti hyväksyttävä 
kuten jo aikaisemmin todettiin. Sitä on kuitenkin edelleen käytetty vertailumenetelmänä 
muita menetelmiä kehitettäessä.
6, 25, 49
  
 
Vilarinon ryhmä on kehittänyt biokemiallisen menetelmän, jossa sykliset imiinit (GYM A, 
SPX 1) kiinnittymivät sähkörauskun Torpedo Marmoratan sähköisen kalvon 
nikotiiniasetyylikoliinireseptoriin estäen kvantitatiivisesti fluoresoidun yhdisteen 
kiinnittymisen siihen.
50
 Yhdisteen detektointi tapahtuu fluoresenssipolarisaatiolla. 
Menetelmä on nopea ja yksinkertainen, mutta on riippuvainen saatavilla olevista 
sähkörauskun reseptoreista.  
 
Kemiallisista analyysimenetelmistä syklisten imiinien analysointiin käytetään yksinomaan 
nestekromatografiaa. Koska toksiinien rakenteessa ei ole kromoforisia ryhmiä,  
UV/VIS-detektointi ei ole yleensä tarpeeksi selektiivinen eikä herkkä.
11, 12
 Marrouchin 
ryhmä on kuitenkin käyttänyt UV/VIS-spektrometriä ja siinä diodirividetektoria 
analysoidessaan GYM A pitoisuuksia simpukoista.
35
 Käytettäessä diodirividetektoria 
saadaan lisää selektiivisyyttä erotukseen verrattuna esimerkiksi yleisimmin käytettyyn 
17 
 
valomonistinputkeen. Muita raportteja, jossa yhdisteiden analyyseissä olisi käytetty UV-
detektointia, ei löydy kirjallisuudesta. 
 
Massaspektrometri on hyvin spesifinen ja herkkä detektori ja sopii hyvin pienten 
pitoisuuksien kuten äyriäistoksiinien määrittämiseen monimutkaisista matriiseista.
2
 
Syklisillä imiineillä detektoinnin herkkyys on erityisen hyvä, koska imiiniryhmä on 
erinomainen protonin vastaanottaja ja ionisoituminen siten tehokasta.
11, 12
 
Massaspektrometrialla voidaan myös erottaa yhdisteet, jotka ovat rakenteellisilta ja 
fyysisiltä ominaisuuksiltaan niin samankaltaisia, että ne eluoituvat yhtä aikaa esiintyen 
samassa kromatografisessa piikissä edellyttäen että niillä on erilainen massa/varaus 
suhde.
51
 Lisäksi massaspektometrin avulla pystytään löytämään uusia yhdisteitä ja 
analogeja. Syklisten imiinien kvantitatiivisten analyysimenetelmien kehittäminen 
perustuukin nestekromatografia tandem massaspektrometriaan (eng. Liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS).
11
                                                                                                                                                                  
                                                                            
4.1 Nestekromatografia-tandemmassaspektrometria 
 
4.1.1 Nestekromatografia 
 
Nestekromatografinen erotus sopii hyvin suurehkoille tai poolisille haihtumattomille 
yhdisteille kuten äyriäistoksiineille. Myöskään yhdisteen terminen labiilisuus ei estä 
analyysiä, kun ei käytetä korkeita lämpötiloja.
52
 Nestekromatografiassa yhdisteen ainoa 
vaatimus on se, että se liukenee johonkin liuottimeen.  
 
Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa (eng. High performance liquid 
chromatography, HPLC) pumppu pumppaa liikkuvaa faasia tietyllä virtausnopeudella ja 
liikkuva faasi kuljettaa mukaan syötetyn näytteen stationaarifaasia sisältävän kolonnin 
läpi.
52
 Kolonnissa näytekomponentit vuorovaikuttavat molempien faasien kanssa. 
Nestekromatografia jaetaan eri alalajeihin lähinnä stationaarifaasin perusteella: 
käänteisfaasinestekromatografia (eng. Reversed phase liquid chromatography, RPLC), 
ioniparikromatografia, normaalifaasinestekromatografia, ja sen sovellus hydrofiilisen 
18 
 
vuorovaikutuksen nestekromatografia (eng. hydrofilic interaction liqid chromatography, 
HILIC), ioninvaihtokromatografia, ionikromatografia, ekskluusiokromatografia ja 
affiniteettikromatografia. Analyyttien ja näytematriisin perusteella valitaan sopivin 
menetelmä ja eluentin koostumus.  
 
RPLC-menetelmässä stationaarifaasiin on sidottu pooliton ryhmä (esimerkiksi oktadekyyli, 
C18) ja eluentti on poolinen (esimerkiksi vesi/asetonitriili), joten pooliset yhdisteet 
eluoituvat ennen poolittomia yhdisteitä.
52
 Emäksisillä ja happamilla yhdisteillä yhdisteen 
poolisuuteen vaikuttaa niiden dissosiaatioaste, joka puolestaan riippuu eluentin pH:sta. 
Suurimmalla osalla stationarifaaseista on myös sekundaarisia poolisia vuorovaikutuksia ja 
melkein kaikilla yhdisteillä on puolestaan jonkin verran poolittomia vuorovaikutuksia 
stationaarifaasin kanssa.  
 
Kun faasien ja kolonnien perusmuuttujien (pituus, halkaisija, partikkelien tai 
monoliittirakenteen koko) lisäksi analyysiolosuhteet (virtausnopeus ja kolonnin lämpötila) 
on valittu optimaalisesti, näyteyhdisteet erottuvat omiksi vyöhykkeikseen, jotka näkyvät 
kromatogrammissa kapeina piikkeinä eri aikaan.
52, 53
 Jos yhdisteet ovat rakenteellisista ja 
fyysisiltä ominaisuuksiltaan niin samankaltaisia, ettei niitä saada erotettua, voidaan käyttää 
monivaiheista kromatografiaa. 
51
 Tällöin käytetään kahta tai useampaa selektiivisyydeltään 
erilaista kolonnia. Yhdisteiden pitoisuuksien ollessa hyvin pieniä ongelmana ei ole 
välttämättä yhdisteiden piikkien erottuminen toisista yhdisteistä, vaan detektorin kyky 
erottaa yhdisteiden piikit detektorin kohinasta.   Tällöin injektiotilavuuden suurentaminen 
tai kolonnin halkaisijan pienentäminen kasvattaa yhdisteiden konsentraatiota ja piikin 
suuruutta ja täten detektorin herkkyyttä.
52
  
 
4.1.2 Massaspektrometria 
 
Kun nestekromatografia on liitetty massaspektrometriin, toimii LC-kolonni 
näytteensyöttölaitteena, josta näyte siirtyy ionisaatiolähteeseen, jonka jälkeen kaasufaasi- 
ionit erotetaan massa-analysaattorissa massa/varaus -suhteen perusteella, ja ionien määrät 
mitataan detektorissa.
54
 Massaspektri esittää ionien suhteelliset määrät m/z:n funktiona.  
19 
 
 
LC-MS:ssä (eng. Liquid chromatography mass spectrometry, LC-MS) ionisaatio tapahtuu 
normaalissa ilmanpaineessa.
54
 Ionisaatiotekniikoista ilmanpaineessa nykyisin käytetään 
sähkösumutusionisaatiota (eng. electrospray ionization, ESI), kemiallista ionisaatiota ja 
fotoionisaatiota.
55
 ESI ei vaadi analyytin muuttamista kaasufaasiin ennen ionisaatiota, 
mikä saattaisi hajoittaa yhdisteet, joten se sopii suurten ja/tai poolisten molekyylien 
analysointiin.
54
 ESI toimii parhaiten kun analysoitavat yhdisteet ovat näyteliuoksessa 
valmiiksi ionisessa muodossa.
55
 Ionisaatiovoimakkuus riippuu paitsi yhdisteestä (pKa-arvo, 
protoniaffiniteetti, poolisuus, moolimassa, konsentraatio) ja käytetystä liuottimesta (pH, 
poolisuus, johtokyky, pintajännitys, haihtuvuus, elektrolyytin konsentraatio) myös 
liuottimen virtausnopeudesta, ESI-kapillaarin jännitteestä ja ulkohalkaisijasta, sumuttimen 
kärjen sijainnista suhteessa massa-analysaattoriin, sumutuskaasun (eng. nebulazing gas, 
auxiliary gas) paineesta ja virtausnopeudesta ja kuivauskaasun virtausnopeudesta ja 
lämpötilasta.                                                                                                                                                            
 
Analyytti-ionien erottamiseen voidaan käyttää kadrupoli-, ioniloukku-, magneettisektori- 
tai lentoaika-analysaattoria sekä Fourier-muunnosionisyklotroniresonanssi- tai 
orbiloukkulaitetta.
54
 Massaspektrometrin detektoreita ovat puolestaan Faraday-detektori, 
elektronimonistin, valomonistin, mikrokanavalevyt ja matriisi-ionikeräimet.
56
                                                                                                                                                          
                                                              
Kun kaikki massa/varaukset tutkitulta massa-aluelta kerätään (ns. Scan-ajo), saadaan 
näytteen koko spektri.
57
 Selektiivisyyttä ja herkkyyttä saadaan lisää kun kerätään vain 
tietyt ionit (eng. selected ion monitoring, SIM). Koska pehmeällä ionisaatiotekniikalla 
kuten ESI pilkeioneja muodostuu vain vähän tai ei ollenkaan, ei yksinkertaisella 
massaspektrometrialla yhdisteitä pystytä tunnistamaan luotettavati. 
Tandemmassaspektometriassa (eng. tandem massaspektrometry, MS/MS) yhdisteen 
pilkkoutuminen saadaan aikaiseksi törmäyttämällä ionit inerttiin kaasuun (eng. collision 
induced dissociation, CID).
57
 Esimerkiksi kolmoiskvadrupolissa on kaksi 
standardikvadropolimassasuodatinta ja niiden välissä kvardupolitörmäyskammio. Kun 
suoritetaan reaktiotuotteiden seurantaa (eng. product ion scan), ensimmäisessä 
kvadrupolissa erotetaan tietyn m/z-suhteen omaava tutkittava lähtöioni (eng. precursor ion) 
muista ioneista (SIM), toisessa kvadrupolissa erotettu ioni törmäytetään inerttiin kaasuun, 
20 
 
ja muodostuneet tutkittavaa ionia m/z-arvoltaan pienemmät tuoteionit (eng. product ion) 
analysoidaan kolmannessa kvadrupolissa (Scan). Kun suoritetaan valitun reaktion 
tarkkailua (eng. selected reaction monitoring, SRM), sekä ensimmäisessä että kolmannessa 
kvadrupolissa erotetaan tietyn m/z-suhteen omaava tutkittava ioni muista (SIM,CID,SIM). 
Menetelmä on hyvin spesifinen ja herkkä ja sopii hyvin monimutkaisille seoksille ja 
matriiseille. Muita MS/MS-monitorointivaihtoehtoja ovat lähtöaineiden seuranta (eng. 
precursor ion scan) ja neutraalin lohkeamisen seuranta (eng. neutral loss scan). Reaktio- ja 
analyysivaiheiden lisääminen (MS
n
) monipuolistaa ja tehostaa menetelmää edelleen. 
Optimoidut lähtöioni-tuoteioniparit ja olosuhteet (törmäysenergia ja muut laitteistosta 
riippuvat parametrit) kultakin yhdisteeltä valitaan LC-MS/MS -analyysin tarkkailtaviin 
reaktiohin (eng. multiple reaction monitoring, MRM).  
 
4.1.3. Sykliset imiinit 
 
 LC-MS/MS -menetelmää on kehitetty joko niin, että on optimoitu vain syklisten imiinien 
analysointi ja detektointi tai monitoksiinimenetelmä, jossa syklisten imiinien lisäksi 
detektoidaan muita yhdisteryhmiä. Syklisistä imiineistä pelkästään spirolideita on tutkinut 
Villar-Gonzálezin ryhmä.
29
 Rundbergin ryhmä tutki spirolideita ja pinnatoksiineja
25
 ja 
Hessin ryhmä edellisten lisäksi pteriatoksiineja.
49
 Muut tutkijaryhmät ovat keskittyneet 
monitoksiinimenetelmään, jossa syklisiä imiinejä analysoidaan yhdessä seuraavien 
säännöstellyiden lipofiilisten yhdisteiden kanssa: okadahappo (eng. Ocadaiko acid, OA), 
dinofyysistoksiinit (eng. Dinophysistoxins, DTXs), pektenotoksiinit (eng. Pectenotoxins, 
PTXs), jessotoksiinit (eng. Yessotoxins, YTXs) ja atsaspirasidit (eng Azaspiracids, 
AZAs).
5-8, 13, 29, 58-61
 McNabb ryhmän. kehittämässä menetelmässä oli lipofiilisten 
toksiinien lisäksi hydrofiilinen domoiinihappo.
62
 Monitoksiinimenetelmissä syklisistä 
imiineistä vain spirolidien ja/tai gymnodimiinien pitoisuuksia on määritetty. 
 
Menetelmien kehittämistä ja validointia eri yhdisteille ja analogeille on haitannut 
sertifioitujen standardien puute, joita on kaupallisesti saatavilla vain spirolideille (SPX 1) 
ja gymnodiimiineille. (GYM A).
63
 Rundbergin ryhmä sai pinnatoksiiniestandardeja (PnTX 
A, E, F, G) Selwoodin työstä
42
, jossa toksiineja oli eristetty osterien ruuansulatuselimistä.
25
 
Myöhemmin NRCC (National Researh Council Canada) tarkisti ja vahvisti materiaalista 
saadun PnTX G standardin.
49
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4.1.3.1 Näytteiden esikäsittely 
 
Taulukoon 6 on koottu eri tutkimuksista LC-MS/MS -analyysiä edeltäviä 
simpukkanäytteiden (ja merisiilinäytteen) esikäsittelymenetelmiä. Esikäsittelyn aluksi 
simpukkanäytteet homogenisoidaan.
64
 Homogenisointi pienentää näytevirhettä ja tehostaa 
uuttoa. Tavallisesti homogenisoitiin koko simpukan pehmytkudos.
5, 7, 8, 13, 29, 58, 60, 61
 Hessin 
ryhmällä kerätyistä simpukoista otettiin pehmytkudos ja/tai ruuansulatuselimet.
49
 
Tutkimuksen perusteella vain 60 % PnTX G:stä kerääntyi ruunsulatuselimiin.  
Simpukkanäytteiden pehmytkudoksen homogenisointiin on käytetty yleensä Ulta-Turrax - 
homogenisoijaa.
5, 7, 8, 13, 62
 Alvarezin ryhmän tutkimuksessa näytteet poikkeuksellisesti 
ensin pakastekuivatettiin (eng. freeze-drying,), jonka jälkeen ne vasta jauhettiin 
tasaiseksi.
60
                
 
Uutossa simpukkanäytteestä erotetaan analysoitavat yhdisteet. Lipofiilisten toksiinien 
(sykliset imiinit ja säännöstellyt toksiinit) uuttamiseen on käytetty yksinomaan 
yksinkertaista uuttotekniikkaa, kiinteä-nesteuuttoa (eng. solid-liquid extraction), jossa 
näyte asetetaan astiaan, lisätään sopiva liuotin ja sekoitetaan.
5-8, 13, 25, 29, 49, 58-62
 
Uuttoliuottimena on käytetty yleensä pelkkää metanolia.
5-8, 13, 25, 29, 58-61
 McNabbin ryhmä 
testasi erilaisisia metanoli/vesiosuuksia uuttoliuottimena.
62
 Parhaaksi uuttoliuottimeksi 
osoittautui metanolivesiseos (9+1). Näytteen koossa/uuttoliuottimen tilavuudessa, 
käytetyssä sekoittimessa ja uuttosyklien määrässä oli pientä vaihtelua eri tutkimusten 
välillä (taulukko 6). Uuton jälkeen liukenemattomat komponentit poistettiin 
sentrifugoimalla ja suodattamalla.
5-8, 13, 25, 29, 58-62
   
 
Kun simpukkanäytteestä tutkittiin syklisten imiinien lisäksi säännösteltäviä lipofiilisiä 
toksiineja, osassa tutkimuksia osa uutteesta hydrolysoitiin emäksisesti.
5, 8, 59, 62
 Näin saatiin 
simpukan aineenvaihdunnassa OA- ja DTX-yhdisteiden asyloituneet esterijohdannaiset 
muutettua vapaiksi lähtöyhdisteiksi ja analysoitua toksiinien kokonaispitoisuus. Näin 
tehdään myös lipofiilisten toksiinien virallisessa LC-MS/MS -menetelmässä
14
 Euroopan 
merellisten biotoksiinien vertailulaboratorion (European Union reference laboratorio for 
marine biotoxin, EU-RL-MB) standarditoimintaohjeiden mukaan.
15
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Yleensä simpukkanäytteet on analysoitu uuton jälkeen suoraan ilman puhdistusta ja/tai 
konsentrointia.
5, 6, 8, 13, 25, 29, 58-61
 Uute sisältää kuitenkin analyyttien lisäksi usein muita 
matriisista peräisin olevia yhdisteitä, jotka aiheuttavat LC-MS-menetelmissä herkästi 
yhdisteiden pitoisuuksien ali- tai yliarviointia.
7
 Gerssenin ja Garcían ryhmien 
monitoksiinimenetelmissä, jossa tutkittiin säännöstellyiden toksiinien lisäksi syklisiä 
imiinejä (GYM A ja SPX 1), matriisiin aiheuttamaa häiriötä todettiin etenkin OA-
toksiineilla.
7, 59
 Gerssenin ryhmän tutkimuksessa myös muut yhdisteet kärsivät 
matriisivaikutuksesta vaihtelevassa määrin riippuen siitä, käytettiinkö emäksisiä vai 
happamia kromatografisia olosuhteita.
7
 GYM A ja SPX 1 -yhdisteillä havaittiin 
kohtalaisen pieni ionisupressio. Ionisupressio oli suurempi emäksisissä olosuhteissa 
(saanto 81–89 %) kuin happamissa olosuhteissa (saanto 93–96 %). Garcían ryhmän 
tutkimuksen mukaan matriisivaikutus riippui toksiinien ja kromatografisten olosuhteiden 
lisäksi matriisista.
59
 GYM A -yhdisteellä ionisupressio oli merisiilimatriisissa tilastollisesti 
merkittävästi korkeampi (p ≥ 0,032) kuin sinisimpukkamatriisissa. Yleisesti syklisillä 
imiineillä havaittiin lievää ionisupressiota happamissa olosuhteissa ja joissakin matriiseissa 
ionien lisääntymistä emäksisissä olosuhteissa. Mc Nabb ryhmän. tutkimuksessa GYM A 
eikä OA kärsinyt matriisivaikutuksesta (<10 %).
62
 Muillakin yhdisteillä (YTX, PTX 2 ja 
DA) matriisivaikutus oli lievä eikä estänyt menetelmän validointia eri yhdisteille. 
 
Matriisivaikutuksia voidaan kompensoida tai korjata useilla tavoilla: käyttämällä sisäistä 
standardia (eng. internal standard), standardinlisäystä (eng. standard addition), puhdistusta, 
näytteen laimennusta tai matriisisuoraa (eng. matrix-matched standard calibration,  
MMS).
7, 59, 62
 Sisäistä standardia ei ole valitettavasti saatavilla  
äyriäistoksiineille.
7, 61
 Standardin lisäysmenetelmä ei ole suositeltavaa rutiinianalyyseihin 
standardien kalliin hinnan vuoksi.
7
 Näytteen laimennus ei ole puolestaan hyvä keino, koska 
se pienentää samalla yhdisteiden pitoisuuksia injektoitavassa näytteessä. Matriisisuoraa 
ovat käyttäneet ja/tai tutkineet pari tutkijaryhmää kuten jäljempänä kvantitoinnin 
yhteydessä nähdään. Tässä yhteydessä käsitellään puhdistusta. 
 
Gerssenin ryhmä testasi, saadaanko kiinteäfaasiuuttoa (eng. solid-phase extraction, SPE) 
käyttämällä poistettua häiritseviä komponentteja sinisimpukkametanoliuutteesta ennen LC-
MS/MS -analyysiä, jossa oli syklisten imiinien (GYM A, SPX 1) lisäksi lipofiilisiä 
toksiineja (OA, YTX, AZA 1, PTX 2).
7
 Puhdistusta tutkittiin sekä happamilla että 
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emäksisillä kromatografisilla olosuhteilla, koska liikkuvan faasin pH voi vaikuttaa 
toksiinien ja matriisin komponenttien väliseen erottumiseen.  Testatuista ioninvaihto- 
sorbenteista tai poolisista tai hydrofobisista sorbenteista ei löytynyt sellaista, joka olisi 
pidättänyt kaikki toksiinit. Sen sijaan tutkitut polymeeripohjaiset sekafaasit (Oasis® HLB, 
Strata™ -X) pidättivät kaikki toksiinit (tämä kartoitus ei sisältänyt syklisiä imiinejä, koska 
niitä ei ollut käytetyssä laboratoriovertailumateriaalissa). Patruunoista parempi oli Strata™ 
-X (60 mg). Patruunalle (30 mg) optimoitiin olosuhteet (näyte-, pesu- ja eluutioliuos). 
SPE:n saannoksi saatiin noin 90 % kaikille toksiineille, eivätkä kromatografiset olosuhteet 
oletetusti juurikaan vaikuttaneet saantoon (GYM A 89 % hapan ja 96,9 % emäksinen, SPX 
1 96,3 % hapan ja 100,7 % emäksinen).  
 
Patruunan käyttö pienensi matriisivaikutusta tutkituilla yhdisteillä ja puhdistusvaikutus oli 
suurempi käytettäessä emäksisiä (X-Bridge C18 kolonni) kuin happamia kromatografisia 
olosuhteita (Hypersil C8 kolonni).
7
 Emäksisissä olosuhteissa matriisivaikutuksen 
pieneneminen oli tilastollisesti merkittävää (p ≤ 0,05). Syklisillä imiineillä ionisupressio 
pieneni huomattavasti (saanto 96 %) emäksisillä olosuhteilla, mutta toisaalta lisääntyi 
happamilla olosuhteilla (saanto 65- 70 %). Vaihtoehtoisesti puhdistamiseen voidaan 
käyttää neste-nesteuuttoa (eng. liquid-liquid extraction, LLE), jossa analyytit jakautuvat 
kahden toisiinsa liukenemattoman liuottimen välille.
12, 65
 Esimerkiksi metanoliuuton 
jälkeen voidaan uuttaa kloroformilla. Mc Nabbin ryhmä käytti heksaania erottaakseen 
poolittomat rasvat kuten triglyseridit analyyteistä.
62
  
  
24 
 
Taulukko 6. Simpukkanäytteiden esikäsittelyvaiheita ennen syklisten imiinien LC-MS/MS 
-analyysiä.  
 
  Parametrien arvot Lähde 
Homogenisointi Ultra Turrax -homogenisoija  5,7,8,13,58,62 
  Tehosekoitin 29,61 
  Jauhausmylly 60,62 
  Ei kerrottu 6,25,59 
Otos/Uuttoliuotin 2g/MeOH (9 ml) 5,6,8,29,49 
  1g/MeoH (3 ml) 13,25,58,59 
  2 g/MeOH (6 ml) 7,61 
  0,6 g kuivamassa (3g märkämassa)/ MeOH (1:4 (massa:tilavuus)) 60 
  2 g/MeOH/H₂0 (9+1, v/v) (18 ml) 62 
Sekoitus Ultra Turrax -homogenisoija (1 min) 6,62 
  Vortex- sekoittaja (1 min)  7,13,58,61 
  Vortex- sekoittaja (2 min)  25 
  Vortex- sekoittaja (3 min)  8,29 
  Multi Reax -näytteen ravistaja (3 min) 5 
  Käsisekoitin 62 
   Polytron -homogenisoija (2 min) 49 
Sentrifugointi 4500 rpm (8 min) 8 
  4500 rpm (10 min) 5 
  6000 rpm (15 min) 61 
  2000 g (2 min) 7,58,59 
  2000 g (5 min) 7 
  2500 g (5 min) 25 
  2600 g (8 min) 29 
  3400 g (10 min) 62 
  3700 g (8 min) 49 
  Ei kerrottu 6 
Toisto 1 x MeoH (5 ml, muuten kuten edellä) 6 
  1 x MeOH (9 ml, Ultra-Turrax, 10 000 rpm 1 min) 5,8,29 
  3 x 7,1325,58 
  2 x 49 
  1 x MeOH (6 ml), 1 x MeoH (12 ml, Ultra-Turrax, 11 000 rpm, 1 min) 61 
Konsentrointi/Haihdutus Pyöröhaihdutin 8,29 
Suodatus 0,45 μm 8,29,60,62 
  0,22 μm 5,25 
  0,20 µm 7,13,49,58,59 
Puhdistus     
SPE Strata™ -X –patruuna 7,58 
LLE Heksaani (5 ml) 62 
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4.1.3.2 Pitoisuuksien määritys  
 
4.1.3.2.1 Kromatografiset ja massaspektrometriset olosuhteet 
                
Syklisten imiinien (GYMs, SPXs, PnTXs, PtTXs) erottamiseen käytetään ainoastaan 
RPLC-menetelmää. Stationaarifaasina on käytetty C8 (Oktyyli)
6-8, 13, 29, 49, 59, 60
 ja  
C18.
5, 7, 13, 25, 58, 61, 62
 Yhdisteen retentiosta vastaavat yhdisteen lipofiiliset ominaisuudet ja 
polaariset ja/tai ioniset ryhmät, jotka vuorovaikuttavat stationaarifaasin kanssa, joten pH 
vaikuttaa yhdisteiden varaukseen ja yhdisteiden retentioon.
13
 Syklisten imiinien 
imiiniryhmä on happamissa olosuhteissa (pH 3) positiivisesti varautunut ja emäksisissä 
olosuhteissa (pH 11) neutraali.  
 
Menetelmissä on useimmiten sovellettu happamia olosuhteita.
5-8, 13, 29, 49, 59, 61, 62
 Eluenttina 
on tällöin käytetty vesi/asetonitriiligradienttia, mikä sisältää ammoniumformiaatti- ja 
muurahaishappopuskurin.  Gerssenin ja García-Altaresin ryhmät ovat tutkineet ja 
käyttäneet myös emäksisisiä olosuhteita.
7, 13, 58, 59
 Eluentteina oli tällöin 
vesi/asetonitriiligradientti, missä oli ammoniumhydroksidia. Myös neutraalia tai lähes 
neutraalia liikkuvaa faasia on testattu. Tällöin eluenttina käytettiin 
vesi/asetonitriiligradienttia, missä oli ammoniumasetaatti- tai 
ammoniumbikarbonaattipuskuri.
13, 59, 60
  
 
Koska imiiniryhmä on erinomainen protonin vastaanottaja,
11, 12
 syklisten imiinien (GYMs, 
SPXs, PnTXs, PtTX) ionisaatiomenetelmänä on poikkeuksetta käytetty positiivista ESI:ä ja 
lähtöionina [M+H]
+
.
5-8, 13, 25, 29, 49, 58-60, 62
 Tuoteionispektrien optimointiin on käytetty 
saatavilla olevia standardeja (SPX 1, GYM A, PnTX G). Saatuja olosuhdeparametreja ja 
siirtymiä mukautettiin muille analogeille teoreettisesti yhdisteen rakenteen ja 
fragmentaation mukaan, muiden tutkimusten perusteella tai käyttämällä yhdisteiden 
tunnistamiseen luonnollisia näytteitä, joissa yhdisteitä tiedettiin olevan.
6, 13, 25
 LC-MS/MS -
analyysiin valittiin kaksi siirtymää
5, 8, 13, 25, 29, 58-60
 tai kolme siirtymää.
6, 7, 49
 Taulukossa 7 
on esitetty syklisten imiinien LC-MS/MS -analyysiin valittuja optimoituja MRM-siirtymiä 
syklisille imiineille ja taulukossa 8 ja 9 on esitetty syklisten imiinien analyyseissä 
käytettyjä nestekromatografisia ja massaspektrometrisiä analyysiolosuhteita. 
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Taulukko 7. Syklisten imiinien optimoituja MRM-siirtymiä. 
 
Yhdiste Lähtöioni [M+H]⁺ Tuoteioni Lähde 
SPX 1 692,3–692,5 444,2–444,5 5,6,7,13,29,58,59 
    426,3 6,59 
    164,2–164,3 7,13,25,58 
    674,1–674,4 7,8,25,29 
    656,4 60 
    638,3 60 
20-Metyylispirolidi G 706,5 346,2 13 
    164,1–164,3 13,25 
SPX C 706,5 164,1 25 
SPX D 708,5 164,1 25 
SPX G 692,5 164,1–164,3 13,25 
13-Desmetyylispirolidi D 694,5 164,2 25 
13,19-Ddesmetyylispirolidi C 678,5 164,1 25 
SPX rakenne tuntematon 706,5 164,1 25 
SPX rakenne tuntematon  708,5 346,2 13 
    164,3 13 
SPX rakenne tuntematon  694,5 458,3 13 
GYM A 508,2–508,3 490,3–490,4 6,59,62 
    392,3–392,4 6,59,62 
    202,3 6 
    490,2 7,13 
    162,2 7,13 
    121,4 7 
    202,4 59 
GYM B/C 524,3 506,3 6 
    488,3 6 
    202,3 6 
PnTX A 712,4–712,5 164,1 25 
    694,4 49 
    458,3 49 
    164,1 49 
PnTX B ja C 741,0–741,4 164,1 25 
    723,5 49 
    458,3 49 
    164,1 49 
PnTX D 782,4–782,5 164,1 25 
    764,4 49 
    488,3 49 
    164,1 49 
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Taulukko 7. jatkuu 
 
Yhdiste Lähtöioni [M+H]⁺ Tuoteioni Lähde 
PnTX E 7,84–4784,5 164,1 25 
    764,4 49 
    488,3 49 
    164,1 49 
PnTX F 766,4–766,5 164,1 25 
    738,4 49 
    488,3 49 
    164,1 49 
PnTX G 694,4–694,5 164,1 25 
    676,4 49 
    458,3 49 
    164,1 49 
PnTX tuntematon 726,5 164,1 25 
PtTX A, B, C 831,5 787,5 49 
    458,3 49 
    164,1 49 
 
Taulukko 8. Syklisten imiinien LC-MS/MS -menetelmien nestekromatografisia 
analyysiolosuhteita. 
 
Parametrit Parametrien arvot Lähde 
Esi- 4 mm, 2mm, 3 µm 6,49,60 
kolonnin 10 mm, 2 mm, 3 µm 8,29 
dimensiot 10 mm, 2,1 mm, 3,5 μm 59 
Kolonni Luna C8(2) 6 
  BDS-Hypersil C8 8,7,13,29,60 
  X-Bridge C18 5,7,13,58,25,61 
  X-Bridge C8 59 
  MOS C8 49 
  Luna C18 62 
Kolonnin 50 mm, 1mm, 3 µm 6 
dimensiot 50 mm, 2mm, 3 µm 8,29,60 
  50 mm, 2,1 mm, 3 µm 7,13 
  50 mm, 2,1 mm, 3,5 μm 59 
  50 mm, 2,5 mm, 2,5 μm 5 
  100mm x 2,1 mm x 1,7 mm 61 
  150 mm, 3 mm, 5 µm 7,13,58 
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Taulukko 8. jatkuu 
Parametrit Parametrien arvot Lähde 
Kolonnin  10 7 
lämpötila 20 5 
(°C) 25 29,49 
  30 6,59,61,62 
  40 13,58 
Injektioti- 5 5,6,8,29,59,62 
lavuus (µl) 10 7,13,58,59,60–62 
Virtaus- 0,2 6,7,8,13,29,49,62 
nopeus 0,25 60 
(ml/min) 0,3 5,25 
  0,4 7,13,58,61 
  0,5 59 
Ajoliuos Eluentti A:   
  H₂O sis. 2 mM ammoniumformiaatti, 50 mM muurahaishappo (pH 2) 5-8,13,29,49,59,61 
  ACN/H₂0 (1+9, v/v) sis. 3,3 mM ammoniumformiaatti, 46 mM muurahaishappo 62 
  H₂O sis. 6,7 mM ammoniumhydroksidi (pH 11) 7,13,58 
  H₂O sis. 5 mM ammoniumasetatti (pH 6,8) 13,59,60 
  H₂O sis. 5 mM ammoniumbikarbonaatti (pH 7,9) 59 
  MeCN/H₂0 (1:4, v/v) sis. 5 mM ammoniumkarbonaatti 25 
  Eluentti B:   
  ACN/H₂O (95/5,v/v) sis. 2 mM ammoniumformiaatti, 50 nM muurahaishappo 5-8,13,29,49,59,61 
  ACN/H₂0 (9+1, v/v) sis. 3,3 mM ammoniumformiaatti, 46 mM muurahaishappo 62 
  ACN/H₂O (90/10,v/v) sis. 6,7 mM ammoniumhydroksidi 7,13,58 
  ACN/H₂O (95/5,v/v) sis. 5 mM ammoniumasetaatti 13,59,60 
  ACN/H₂O (95/5,v/v) sis. 5 mM ammoniumbikarbonaatti 59 
  MeCN sis. 5 mM ammoniumkarbonaatti 25 
Eluutio 0 % B→ 100 % B (9 min), pito 5 min  25 
(mukau- 5 % B (2min) →85 % B (12 min) 62 
tettu 10 % B → 80 % B (6 min) → 90 % B (6 min) →100 % B (2 min),  6 
alkuper. pito 2 min →10 % B (0,5 min), pito 8,5 min    
lähteistä 10 % B → 80 % B (4 min), pito 2 min →10 % B (0,5 min), pito 2,5 min  5 
saman- 10 % B (1 min) →90 B (9 min), pito 3 min →10 % B 2 min, pito 4 min  7,13,58 
laisiksi) 20 % B → 100 % B (12,5 min), pito 5 min → 20 % B (1 min), pito 5,5 min  60 
  20 % B → 100 % B (8 min), pito 1 min → 20 % B (0,5 min), pito 2,5 min 59 
  20 % B → 80 % B (6 min), pito 1,5 min →100 % B (0,5 min),  59 
  pito1,5 min →20 % B (1,5 min), pito 2,5 min   
  20 % B → 40 % B (3 min) →180 % B (2 min), pito2,5 min → 59 
  30 % B → 90 % B (8 min), pito 3 min → 30 % B (0,5 min), pito 2,5 min  8,29 
  30 % B → 90 % B (8 min), pito 2,5 min → 30 % B (0,5 min), pito 4 min  7,13 
  30 % B →90 % B (3 min) , pito 1,5 min → 30 % B , pito 2 min  25,61 
  30 % B →95 % B (2,5 min), pito 5 min → 30 % B (0,1 min), pito 2,5 min  49 
  100 % B (0,5 min), pito 1 min →20 % B 0,5 min, pito 2,5 min   
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Taulukko 9 Syklisten imiinien LC-MS/MS -menetelmien massaspektrometrisiä 
analyysiolosuhteita. 
 
Parametrit Parametrien arvot Lähde 
Ionilähde ESI⁺   5,6,7,8,13,25,29,49,58,59,60,62 
ESI-kapillaarin 2800 7,58,59 
jännite (V) 3000 62 
  3500 25 
  4500 5,6 
  5000 8,29 
  5500 6,49 
Sumutuskaasun paine (psi) 50 6 
Sumutuskaasun nopeus (l/h) 22 60 
  100 13,58 
Kuivauskaasun paine (psi) 50 6 
Kuivauskaasun nopeus (l/h) 500 62 
  600 7,13,58 
Kuivauskaasun 300 25 
lämpötila (°C) 350 7,13,58,62 
Verhokaasun 10 8,29 
paine (psi) 20 5,6 
  30 49 
  60 25 
API-lähteen lämpötila (°C) 60 62 
  120 7,13,25,58 
  200 60 
  500 6 
  650 5,8,49 
  750 29 
Analysaattori kolmoiskvadrupoli 7,13,25,49,58,59 
  lineaarinen kvadrupoli-ioniloukku 5,6,8,29 
  ioniloukku 60 
Monitorointi MRM 5,6,7,8,13,25,29,49,58,60,62 
 
Monitoksiinimenetelmässä osa muista lipofiilisistä toksiineista ionisoitiin positiivisesti ja 
osa negatiivisesti.
5-8, 13, 58-62
 Ionit ajettiin ESI
+ 
tai ESI
-
 -moodeilla joko omalla ajolla
6, 7, 59
 
tai samalla ajolla.
5, 8, 13, 58, 60-62
 Jos kumpaakin moodia ajettiin yhtä aikaa samassa ajossa, 
ongelma happamissa olosuhteissa oli se, että monet yhdisteet eluoituivat yhtä aikaa.
13, 59, 61
 
Tällöin massaspektrometrin on kyettävä vaihtamaan moodia nopeasti, jotta saadaan kaikki 
yhdisteet analysoitua. Emäksisissä ajo-olosuhteissa toksiinit jakautuivat selkeisiin retentio-
ikkunoihin, eikä nopeaa ESI-moodien vaihtoa tarvita.
13, 59
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Kuvissa 4 ja 5 on esitetty esimerkkinä toksiinistandardien kromatogrammit happamissa ja 
emäksisissä olosuhteissa Gerssenin ryhmän tutkimuksesta. Kuvista nähdään, että 
happamissa olosuhteissa negatiiviset yhdisteet (OA ja YTX) ja positiiviset yhdisteet (AZA, 
PTX 2) eluoituvat hyvin lähekkäin, YTX ja PTX 2 vieläpä aivan päällekkäin. Emäksisissä 
olosuhteissa negatiiviset yhdisteet eluoituivat selkeästi ensin ja sen jälkeen positiiviset 
yhdisteet, mikä mahdollistaa niiden analyysin samasta ajosta ilman nopeaa ESI-moodin 
vaihtoa. Gerssenin ja García-Altaresin ryhmät testasivat myös neutraaleja olosuhteita, 
mutta niissä oli myös toksiinien päällekkäisyyttä.
13, 59
 
 
 
Retentioaika (min) 
 
Kuva 4. Lipofiilisten toksiinistandardien erotus happamissa olosuhteissa: X-Bridge -
kolonni (150 mm, 3,0 mm, 5 μm), eluentti A: H2O ja B: ACN/ H2O kummankin sisältäessä 
2mM ammoniumformiaattia ja 50 mM muurahaishappoa, gradientti 10 % B (1 min) → 90 
% B (9 min), pito 3 min → 10 % B (2 min), pito 4 min, virtausnopeus 0,4 ml/min ja 
injektiotilavuus 10 µl. GYM, SPX 1, PTX 2 ja AZA 1 ajettiin ESI
+
 -moodilla ja OA ja 
YTX ESI
-
 -moodilla. MS/MS-olosuhteet: kapillaarin jännite 2,8 kV, kuivauskaasun 
virtausnopeus 600 l/min ja lämpötila 350 °C, ionisaatiolähteen lämpötila 120 °C ja 
sumutuskaasun virtausnopeus 100l/h.
13
 Esitetty kustantajan luvalla. 
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Retentioaika (min) 
 
Kuva 5. Lipofiilisten toksiinistandardien erotus emäksisissä olosuhteissa eluentti A: H2O ja 
B: ACN/ H2O kummankin sisältäessä 6,7 mM ammoniumhydroksidia. Muut olosuhteet 
samat kuin edellisessä kuvassa.
13
 Esitetty kustantajan luvalla. 
 
Kuvassa 6 on esitetty simpukkanäytteen erotus Gerssenin ryhmän tutkimuksesta edellä 
kuvatuilla emäksisillä olosuhteilla.
13
 Kuvasta nähdään, että yhdisteet jakautuvat kolmeen 
retentioikkunaan ja yhteensä 28 yhdistettä saatiin erotettua. Kaikki säännösteltävät 
lipofiiliset toksiinit analogeineen saatiin erotettua ja syklisistä imiineistä SPX 1- ja 20-Me 
SPX G ja kaksi spirolidianalogia, joita ei tunnistettu, mutta joiden m/z arvot olivat 708,5 
(SXP unk 1) ja 694,5 (SPX unk 2). Teoriassa menetelmällä on potentiaalia useammankin 
yhdisteen erottamiseen. Menetelmän analyysiaikaa voidaan lyhentää käyttämällä Watersin 
ULPH BEH -kolonnia, joka sisältää samoja materiaaleja kuin menetelmässä käytetty X-
Bridge -kolonni. Fuxin ryhmä käytti kehittämässään erittäin suuren erotuskyvyn 
nestekromatografia (ultra performance liquid chromatography, UPLC) menetelmässään 
tätä kolonnia (ULPH BEH).
61
 Yhteensä 21 yhdistettä saatiin erotettua nopeasti 6,6 
minuutissa sisältäen sykliset imiinit GYM A ja SPX 1 ja kaikki säännösteltävät lipofiiliset 
toksiinit lukuun ottamatta OA- ja DTX- esterijohdannaisia. Analyysissä käytettiin samoja 
happamia olosuhteita kuin Gerssenin ym. tutkimuksessa ja nopeaan polaarisuuden 
vaihtoon kykenevää laitteistoa.  
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Retentioaika (min) 
Kuva 6. Toksiinien erotus simpukkanäytteestä emäksisillä olosuhteilla kuten kuvassa 5. 
Esitetty kustantajan luvalla. 
 
4.1.3.2.2 Kvantitointi 
 
Syklisten imiinien kvantitointiin käytettiin yleensä suurinta MRM-siirtymää.
5-8, 13, 25, 29, 49, 
58-60
 Yleensä käytettiin ulkoista standardisuoraa (sertifioidut standardit SPX 1, GYM A, 
PnTX G).
5-8, 13, 25, 29, 49, 60-62
 Myös SPX- ja PnTX-analogit ja PtTX-yhdisteet kvantitoitiin 
näillä standardisuorilla olettaen, että analogeilla on samanlainen fragmentaatioreaktio kuin 
vastaavalla standardilla.
25, 62
 Näiden analogien tunnistus tapahtui vertaamalla spektrejä 
muiden tutkijoiden vastaaviin spektreihin. Tunnistamiseen käytettiin myös 
standardispektrejä, jotka oli saatu ajamalla yhteistyölaboratorioista saatuja puhdistettuja tai 
osittain puhdistettuja standardeja tai spektrejä, jotka oli saatu panssarisiimalevä- ja 
simpukkanäytteistä. joissa tiedettiin ko. yhdistettä olevan. Nailan ryhmän tutkimuksessa 
GYM B/ C -yhdisteiden tunnistaminen tapahtui puolestaan ajamalla tuoteionispektri 
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analogien [M+H]
+ 
-lähtöionilla simpukkanäytteen GYM A:n piikkiä edeltävästä 
kromatografisesta piikistä (6,4–6,6 min) ja vertaamalla sitä GYM A-standardin piikin (6,6–
7,0 min) spektriin.
6
 Koska sekä GYM A- että GYM B/C- yhdisteillä tapahtuu veden 
lohkeaminen, pitoisuuksien määrittämiseen käytettiin tätä siirtymää. Pitoisuus saatiin 
käyttämällä GYM A-standardien yhtälöä ja toksisuuskerrointa 0,1. Menetelmässä GYM 
B/C -analogit eivätkä eronneet toisistansa kromatografissa eikä MS/MS –spektrissä. 
 
Gerssenin ryhmä käytti kvantitointiin matriisisuoraa.
58
 Koska toksiinien uuttotehokkuus oli 
yli 90 % (SXP 1 96,9 %), ei pitoisuuksia korjattu saannolla. García-Altaresin ryhmä tutki 
sekä ulkoisen standardisuoran että matriisisuoran käyttöä toksiinien pitoisuuksien 
laskemisessa uutetusta simpukka- ja merisiilinäytteestä monitoksiinimenetelmässä.
59
 MMS 
paransi kohtuullisesti menetelmän toistettavuutta eri yhdisteille, mutta saanto oli huono 
hydrolysoiduille näytteille (paitsi sinisimpukoilla). Kvantitointiin valittiin ulkoisen 
standardin käyttö OA-ryhmän toksiinien saantokorjauksen kera. EU-RL-MB:n 
standarditoimintaohjeiden mukaan toksiinien kvantitointi määritetään suoritettavaksi 
ulkoisella standardisuoralla ja OA-ryhmän toksiineille suoritetaan saantokorjaus 
tarvittaessa.
15
  
 
4.1.3.3 Menetelmien validointi  
 
Villar-Gonzálezin, Gerssenin, García-Altaresin ja Mc Nabbin ryhmien LC-MS/MS -
monitoksiinimenetelmät (SPX 1, GYM A ja säännösteltävät lipofiiliset toksiinit) validoitiin 
sisäisesti laboratorioissa EU:n validointikriteerien mukaisesti.
5, 14, 58, 59, 62
 Validointi käsitti 
useita eri simpukkalajeja ja kolme spiikkauspitoisuutta. García-Altaresin ryhmän 
tutkimuksessa oli myös merisiilinäytteet.
59
 Villar-Gonzálezin ja Mc Nabbin ryhmien 
menetelmissä näytteet analysoitiin metanoliuuton (ja pieni osa hydrolyysin) jälkeen 
suoraan ilman puhdistusta ja konsentrointia happamilla kromatografisilla olosuhteilla
5, 62
 
Kvantitointiin käytettiin ulkoista standardisuoraa. Gerssenin ryhmän menetelmässä 
validointi suoritettiin paitsi näytteille, jotka oli uutettu metanolilla, myös näytteille, jotka 
oli puhdistettu SPE-patruunalla.
58
 Analysointiin käytettiin emäksisiä kromatografisia 
olosuhteita ja kvantitointiin matriisisuoraa (MMS). Garcia-Altaresin ryhmä käytti 
puolestaan sekä happamia, neutraaleja että emäksisiä olosuhteita metanoliuutetuille 
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näytteille.
59
 Jokainen gradientti optimoitiin siten, että ajoaika oli 12 minuuttia muiden 
parametrien pysyessä samoina. Kvantitointi suoritettiin ulkoisen standardisuoran avulla. 
Menetelmien esikäsittely- ja LC-MS/MS -parametreja on esitetty aikaisemmin 
yksityiskohtaisesti taulukoissa 6-9.   
 
Menetelmien toistotarkkuus (eng. precision) arvioitiin toistettavuuden suhteellisena 
keskihajonntana (eng. Relative standard deviation of repeatibility, RSDr) ja uusittavuuden 
(eri päivät tai lisäksi eri analysoija) suhteellisena keskihajontana (eng. Relative standard 
deviation of reproducibility, RSDR), jossa kokeet suoritetti sama tai eri analysoija eri 
päivinä.
5, 58, 59, 62
 García-Altaresin ryhmällä uusittavuus on esitetty Horwitzin suhteella 
(Horwitz ratio, HorRat), jolla suhteutetaan kokeellinen RSDR-arvo ennustettuun Horwitzin 
yhtälöllä laskettuun arvoon (1).
59
 Arvo ei saisi ylittää yhtä. Oikeellisuus (eng. trueness) 
saatiin laskemalla saanto (eng. recovery), koska sertifioituja materiaaleja ei ole saatavilla.
5, 
58, 59, 62
 Määritysraja (eng. limit of quantitation, LOQ) laskettiin pienimmällä pitoisuudella 
(S/N = 10). Lisäksi laskettiin lineaaristen regressiosuorien korrelaatiokerroin (R
2
) ja 
lineaarinen alue. Taulukossa 10 on esitetty parametrit syklisille imiineille. 
 
       
    ( )           
          
    (1) 
 
Selektiivisyyttä tutkittiin vertaamalla nollanäytettä ja intensiteetiltään pienimmän siirtymän 
kromatogrammeja.
59, 62
 Jos ylimääräisiä piikkejä oli siirtymien retentioajoilla niiden, 
intensiteetti oli pieni, joten selektiivisyys oli hyvä.  
 
Villar-González et al. tutkivat myös mittausten toimintavarmuutta (eng. robustness), 
mittausten epävarmuutta (eng. measurement uncertainty) ja tulosten jäjitettävyyttäta (eng. 
traceability), mutta niissä ei ollut mukana syklisiä imiinejä, koska sertifioitua 
vertailumateriaalia ei ollut.
5
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Taulukko 10. Validoitujen monitoksiinimenetelmien suorituskykyparametrit 
toistettavuuden suhteellinen keskihajonta (RSDR), uusittavuuden suhteellinen keskihajonta 
(RSDR), saanto, määritysraja, lineaarisen regressiosuoran korrelaatiokerroin (R
2
) ja 
lineaarinen alue syklisille imiineille (SPX 1 ja GYM A). 
5, 58, 59, 62
  
 
  Happamat Happamat  Emäksiset  Emäksiset  Happamat Emäksiset  Neutraalit 
  olosuhteet⁵ olosuhteet⁶² olosuhteet olosuhteet olosuhteet⁵⁹ olosuhteet⁵⁹ olosuhteet⁵⁹ 
      MMS⁵⁸ SPE       
        MMS⁵⁸       
RSDᵣ %               
SPX1 8,1–10,3   2,5–4,3 6,7–10,7       
GYM A   7,6–9,6           
RSDR %               
SPX1 8,8–11,7   6,0–11,8 7,3–10,8 0,4-2,3** 0,7-1,8** 0,4-1,0** 
GYM A   7,6–10,2     0,7-1,8** 0,3-1,6** 0,3-1,4** 
Saanto %               
SPX1 92,2–94,7   106–109 96–106 34,1–84,1 76,5–102,2 46,1–135,0 
GYM A   84–105     41,2–76,4 69,8–91,4 34,0–105,5 
LOQ (μg/kg)               
SPX1 30       5,9–33,7 2,4–55,7 1,8–14,7 
GYM A         6,1–18,4 1,7–19,2 3,4–13,2 
Lineaariset                
regressiosuorat               
R²               
SPX1 > 0,99 > 0,99 > 0,990  > 0,990        
GYM A               
lineaarinen alue                
(μg/kg)               
SPX 1 30–240              
GYM A               
        **   HoRRat-arvo 
        
Tulosten perusteella Villar-Gonzálezin ja Mc Nabbin ryhmän menetelmät, joissa 
metanoliuute analysoitiin suoraan happamissa olosuhteissa ja Gerssenin ryhmän molemmat 
menetelmät sekä ilman puhdistusta että SPE-puhdistuksella ja analysointi emäksisillä 
olosuhteilla osoittautuivat luotettaviksi toksiinien määritysmenetelmiksi.
5, 58
 Gerssenin et al 
tutkimuksessa puhdistamattomilla näytteillä standardisuoran herkkyys kuitenkin laski, 
joten pitempien sarjojen yhteydessä on hyvä käyttää puhdistusta.
58
 Garcia-Altaresin 
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ryhmän tutkimuksessa vain emäksisissä olosuhteissa saanto oli EU:n ohjeiden mukainen 
(70–110 %)66  
 
Nabbin ryhmän LC-MS/MS -menetelmää (valmiksi uutetut näytteet) testattiin myös 
laboratorioiden välisesti.
62
 GYM A -pitoisuuksien toistettavuus oli hyvä (RSDr 4,5) Lisäksi 
menetelmää testattiin kaksi vuotta (> 2000 näytettä), eivätkä pienet vaihtelut ionilähteen 
parametreissa juurikaan vaikuttaneet tuloksiin.
62
 Myös tulosten jäljitettävyyttä tutkittiin, 
mutta ei GYM yhdisteelle            
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II KOKEELLINEN OSA: Nestekromatografia-
tandemmassaspektrometriamenetelmän kehittäminen saksitoksiinien 
määrittämiseksi simpukoista 
 
 
5 TEORIA 
 
5.1 Saksitoksiinit 
 
Saksitoksiineja tuottavat panssarisiimalevien suvut Alexandrium, Pyrodinium ja 
Gymnodinium sekä useat syanobakteerien (Cyanobakteria) eli sinilevien suvut.
19
 Kuvassa 
7 ja taulukossa 11 on esitetty saksitoksiinien rakenteet.  
 
Saksitoksiinit ovat guanidiniinijohdannaisia ((RRN)(RRN)C=NR).
19
 Guanidiniiniryhmät 
vastaavat yhdisteiden dissosioitumisesta.
67
 Suurin osa yhdisteistä ei esiinny vapaana 
neutraalina emäsmuotona paitsi suurella pH-arvolla, missä ne hajoavat nopeasti.
68
 
Happamissa olosuhteissa toksiinit ovat dissosioituneina ja esiintyvät esimerkiksi 
hydrokloridi- tai asetaattisuoloina vastaionista riippuen. Yhdisteiden kokonaispitoisuuden 
raja-arvossa käytetäänkin STX-diHCL -yksikköä (STX 2HCl eq). Tässä yksittäisen 
yhdisteen pitoisuudessa huomioidaan myös suhteellinen toksisuus, joka on saatu 
hiirikokeista.
69
 Toksiinien rakenteessa on myös heterosyklinen puriinirunko, mutta siinä ei 
ole kaksoisrengasrakennetta, eivätkä yhdisteet absorboi ultravioletti- tai näkyvän valon 
aallonpituuksia.
52, 70
  
 
Rakenteellisesti toksiinit jaetaan perinteisesti kolmeen ryhmään sivuketjun R4 mukaan: 
karbamoyyli (-OCONH2), N-Sulfokarbamoyyli (-OCONHSO3
-
) ja dekarbamoyyli (-OH).
19
 
Sivuketjut R1, R2 ja R3 vaihtelevat ryhmien sisällä ja ovat joko -H, -OH, tai OSO3
-
. 
Neljäntenä ja uudempana ryhmänä on vielä deoksidekarbamoyyliryhmä.
20
 Täysin 
dissosioituneena saksitoksiinit ovat neutraaleja, yhdesti varautuneita tai kahdesti 
varautuneita.
19
 Massaspektrissä kaikki toksiinit esiintyvät kuitenkin voimakkaimmillaan 
yhdesti varautuneina ioneina [M+H]
+
.
19-21
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Yhdisteiden täsmällinen dissosiaatioaste (α) voidaan laskea tunnettaessa yhdisteen pKa 
käytetyn pH: n mukaan alla olevan Henderson-Hasselbalchin yhtälön mukaan.
52
  
 
   
 
     
      
     (1) 
 
Käytetty yhtälö ilmoittaa dissosiaatioasteen protonin luovuttaneille heikoille hapoille. 
Tällöin yhdiste on negatiivisesti varautunut. Heikot emäkset eli kationiset hapot ovat 
yhtälön perusteella neutraaleja, joten yhtälöstä saatu varausaste pitää vähentää yhdestä, 
jotta saadaan puolestaan näiden yhdisteiden positiivinen varausaste. Esimerkiksi 
saksitoksiinin pKa1-arvo on 8,22 ja pKa2-arvo 11,28 ja dcSTX:n 8,10 ja 10,88.
67
 
Orgaaninen liuotin (esim. metanoli) lisää hieman pKa-arvojen suuruutta, mikä vaikeuttaa 
pKa-arvojen käyttöä eri pitoisuuden omaavissa veden ja orgaanisen liuottimien seoksissa. 
 
 
 
Kuva 7. Saksitoksiinien perusrakenne. R4 on joko karbamoyyli (-OCONH
2
), N-
Sulfokarbamoyyli (-OCONHSO3
-
) tai dekarbamoyyliryhmä (-OH) ja R1, R2 ja R3 joko-
OH, -H, tai OSO3
-
.
19, 20
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Taulukko 11. Saksitoksiinijohdannaiset, niiden rakenne, hapetusluku ja suhteellinen 
myrkyllisyys.
19, 20, 68
  
 
Yhdiste Lyhenne R1 R2 R3 R4 Hapetus- Myrkyl- 
            luku lisyys 
            vedessä kerroin 
Saksitoksiini STX  H H H Karbamoyyli 2 1,000 
Neosaksitoksiini NEO OH H H   2 0,920 
Gonjautoksiini 1 GTX 1 OH H OSO₃⁻ 
 
1 0,990 
Gonjautoksiini 2 GTX 2 H H OSO₃⁻ 1 0,360 
Gonjautoksiini3 GTX 3 H OSO₃⁻ H 1 0,640 
Gonjautoksiini 4 GTX 4 OH OSO₃⁻ H   1 0,730 
Gonjautoksiini 5 GTX5 H H H N-Sulfo- 1 0,060 
Gonjautoksiini 6 GTX6 OH H H karbamoyyli 1 0,060 
N-Sulfokakarbamoyyligonjautoksiini 1 C3 H H OSO₃⁻   0 0,013 
N-Sulfokakarbamoyyligonjautoksiini 2 C1 H OSO₃⁻ H 
 
0 0,006 
N-Sulfokakarbamoyyligonjautoksiini 3 C2 OH H OSO₃⁻ 0 0,096 
N-Sulfokakarbamoyyligonjautoksiini 4 C4 OH OSO₃⁻ H   0 0,058 
Dekarbamoyylisaksitoksiini dc-STX H H H Dekarbamoyyli 2 0,510 
Dekarbamoyylineosaksitoksiini dc-NEO OH H H   2 ei tietoa 
Dekarbamoyyligonjautoksiini 1 dc-GTX1 OH H OSO₃⁻ 
 
1 ei tietoa 
Dekarbamoyyligonjautoksiini2 dc-GTX2 H H OSO₃⁻ 1 0,150 
Dekarbamoyyligonjautoksiini 3 dc-GTX3 H OSO₃⁻ H   1 0,380 
Dekarbamoyyligonjautoksiini 4 dc-GTX4 OH OSO₃⁻ H   1 ei tietoa 
 
 
Toksiinit kiinnittyvät R4- sivuketjuillaan solujen natriumkanavaan ja tukkivat sen 
aiheuttaen neurologisia ongelmia, jotka voivat lopulta johtaa kuolemaan.
19
 
Kiinnittymisessä on kuitenkin eroja ryhmien välillä, mistä johtuu yhdisteiden erilainen 
myrkyllisyys. Karbamoyyli- tai dekarbamoyyliryhmän yhdisteet ovat huomattavasti 
myrkyllisempiä kuin N-sulfokarbamoyyliyhdisteet.
19, 20
 Myrkyllisin yhdiste on 
saksitoksiini (STX) ja muiden yhdisteiden myrkyllisyys on suhteutettu siihen (taulukko 
11).
19
 Terveysriskin kannalta pitoisuuksien määrittäminen erikseen on siten tärkeää, paitsi 
jos käytetään kokonaismyrkyllisyyteen perustuvaa hiiritestiä.
19
 Sulfokarbamoyyliryhmä 
voi myös hydrolisoitua myrkyllisemmäksi karbamoyyli- tai dekarbamoyyliryhmäksi 
esimerkiksi simpukoita purkitettaessa tai kuumennettaessa.
2, 71
 Saksitoksiinien 
yhteenlaskettu harmonisoitu raja-arvo EU:ssa on 800 μg STX-diHCL -eq/kg (80 μg/100g). 
(EC N° 853/2004)72                                                                                                                                                                                                                                                       
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5.2 Hydrofiilinen vuorovaikutuskromatografia  
 
HILIC on normaalifaasinestekromatografian sovellus, jossa ei käytetä poolittomia, veteen 
liukenemattomia liuottimia.
73
 HILIC sopii hyvin poolisille ja hydrofiilisille yhdisteille 
kuten saksitoksiineille, joita on vaikea liuottaa poolittomiin liuottimiin. HILIC:ssä liikkuva 
faasi sisältää orgaanista liuotinta (40–97 % yleensä asetonitriiliä) ja vettä tai puskuria. Vesi 
on voimakkain eluentti. HILIC:ssä suositaan aproottisia liuoksia kuten asetonitriiliä, koska 
niillä on vain vähän vetysidoksia stationaarifaasin kanssa. Stationaarifaasi on poolinen 
kuten NPLC:ssä.
72
 Käytetyimpiä stationaarifaaseja ovat silika/hybridi, kahtaisioni, amidi ja 
dioli.   
 
HILIC:ssä pieni määrä vettä on retentiolle vältttämätöntä.
72
 Vesi muodostaa 
stationaarifaasin pinnan päälle hydrofiilisen paikallaan pysyvän tai ainakin osittain 
paikallaan pysyvän kerroksen.
19
 Analyytit jakautuvat vesikerroksen ja liikkuvan faasin 
orgaanisen kerroksen välille. Mitä hydrofiilisempi analyytti, sitä enemmän 
jakautumistasapainoreaktio siirtyy veden puolelle. Muita vuorovaikutusmekanismeja ovat 
mm. elektrostaattiset vuorovaikutukset stationaarifaasin kanssa.
73
 ZIC on kahtaisioninen 
stationaarifaasi, jossa vastakkaiset ionit tasapainottavat toisensa ja tuloksena on heikkoja 
elektrostaattisia vuorovaikutuksia analyyttien ja kokonaisvaraukseltaan neutraalin 
stationaarifaasin välillä. Neutraaleilla dioli- ja amidifaaseilla ei ole elektrostaattisia 
vuorovaikutuksia. Varauksellisilla silika- ja aminopropyylifaaseilla on puolestaan 
voimakkaita elektrostaattisia vuorovaikutuksia.  
 
Retentiota ja selektiivisyyttä säädellään orgaanisen liuottimen valinnalla ja osuudella, 
puskurin valinnalla ja konsentraatiolla ja pH:lla.
73
 Ionisoitunut yhdiste on hydrofiilisempi 
ja sen retentio on voimakkaampi kuin neutraalin yhdisteen. pH vaikuttaa myös HILIC:ssä 
käytettävien silika- ja aminostationaarifaasin varaukseen. Puskurin konsentraation 
kasvaessa retentio vähenee, koska puskurin elektrolyytit kilpailevat stationaarifaasin 
paikoista. Koska vesi on voimakkain eluentti, näyte ei myöskään saa sisältää liikaa (>50 
%) vettä etenkään jos injektiotilavuus on suuri, koska se vähentää analyyttien siirtymistä 
stationaarifaasiin ja heikentää erotusta etenkin niillä yhdisteillä, joilla on pieni retentioaika. 
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6 TYÖN SUORITUS 
 
6.1 Kemikaalit 
 
Käytetyt sertifioidut saksitoksiinistandardiliuokset (STX, NEO, dcSTX, dcNEO, GTX 1 ja 
4 (yhdessä), GTX 2 ja 3 (yhdessä), dcGTX 2 ja 3 (yhdessä) ja C 1 ja C 2 (yhdessä)) tilattiin 
Kanadasta (NRC-CNRC National Research Council of Canada (NRC), Institute for Marine 
Biosciences, Halifax, NS, Canada). Tuotteiden tiedot on esitetty taulukossa 12. Muita 
saksitoksiinistandardeja (GTX 5, GTX 6, C 3, C 4 ja deoksikarbamoyylit) ei ollut 
kaupallisesti saatavilla, joten ne jäivät tästä tutkimuksesta pois.  
 
Taulukko12. Saksitoksiinistandardien tuotetiedot  
 
Valmistaja NRC-CNRC Institute for Marine Biosciences 
Yhdiste Konsentraatio Liuotin Molekyyli- [M+H]⁺ 
    [μM]   kaava   
Saksitoksiini (STX) 66,3 ± 1,4  3 mM HCl C₁₀H₁₇N₇O₄ 300 
Neosaksitoksiini (NEO) 65,5 ± 3,4 3 mM HCl C₁₀H₁₇N₇O₅ 316 
Dekarbamoyylisaksitoksiini (dcSTX) 65,0 ± 1,8 3 mM HCl C₉H₁₆N₆O₃ 257 
Gonjautoksiini 1 (GTX1) 60,4 ± 3,1 3 mM HCl C₁₀H₁₇N₇O₉S₁ 412 
Gonjautoksiini 4 (GTX4) 19,7 ± 1,6 3 mM HCl C₁₀H₁₇N₇O₉S₁ 412 
Gonjautoksiini 2 (GTX2) 114,2 ± 5,7 3 mM HCl C₁₀H₁₇N₇O₈S₁ 396 
Gonjautoksiini 3 (GTX3) 43,4 ± 2,2 3 mM HCl C₁₀H₁₇N₇O₈S₁ 396 
Dekarbamooyyligonjautoksiini 2 (dcGTX 2) 116,0 ± 4,0 3 mM HCl C₉H₁₆N₆O₇S₁ 352 
Dekarbamooyyligonjautoksiini 3 (dcGTX 3) 26,1 ± 0,9 3 mM HCl C₉H₁₆N₆O₇S₁ 352 
Dekarbamooyylineosaksitoksiini (dcNEO) 29,4 ± 1,2 3 mM HCl C₉H₁₆N₆O₄ 273 
N-Sulfokarbamoyyligonjautoksiini 2 (C 1) 113,4 ± 3,6 17 μM CH₃COOH C₁₀H₁₇N₇O₁₁S₂ 475 
N-Sulfokarbamoyyligonjautoksiini 3 (C 3) 33,9 ± 2,8 17 μM CH₃COOH C₁₀H₁₇N₇O₁₁S₂ 475 
 
 
Taulukossa 13 on esitetty työssä käytetyt reagenssit ja liuottimet.  Tutkimuksessa käytetty 
vesi (H2O) puhdistettiin Milli-Q -systeemillä (Merck Millipore). Kofeiinia käytettiin 
kompensoimaan kiinteäfaasiuuttofraktioiden tilavuuksien vaihtelua. 
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Taulukko 13. Reagenssien ja liuottimien tuotetiedot 
 
Yhdiste (lyhenne) Valmistaja Kaupunki, maa Puhtaus 
        
Ammoniumformiaatti (AF) Sigma-Aldrich St. Louis, USA 99 % 
Ammoniakki 36 % Merck KgaA  Darmstad, Saksa extra pure 
Asetonitriili (ACN) J.T. Baker Deventer, Alankomaat HPLC 
Kofeiini Sigma-Aldrich St. Louis, USA Analytical standards 
Metanoli J.T. Baker Deventer, Alankomaat HPLC 
Muurahaishappo (MH) J.T. Baker Deventer, Alankomaat 98 % 
Natrium hydroksidi J.T. Baker Deventer, Alankomaat HPLC 
Suolahappo 37 % (HCl) J.T. Baker Deventer, Alankomaat HPLC 
Trikloorietikkaihappo J.T. Baker Deventer, Alankomaat HPLC 
 
 
6.2 Toksiinivapaa simpukkamatriisi ja vertailunäytteet 
 
Tutkimuksessa käytettiin toksiinittomana simpukkamatriisina kaupallisista (Pohjois-
Atlantti, Tanska) sinisimpukoista irrotettua pehmytkudosta ja nolla-simpukkakudosta 
(NRC CRM-ZERO-Mus), joka tilattiin Kanadasta.  Vertailunäytteet saatiin Euroopan 
unionin vertailulaboratoriosta (EU-RL-MB). Näytteissä käytetyt simpukkalajit, niiden 
alkuperämaa ja toksiinia tuottavat panssarisiimalevät on esitetty alla olevassa taulukossa. 
  
Taulukko 14. Vertailunäytteiden tiedot 
 
Näyte Matriisi Alkuperämaa 
    Panssarisiivalevälaji 
1 Sinisimpukka & Välimerenisimpukka Norja & Pohjois Espanja 
  Mytilus edulis & Galloprovincialis Axexandrium spp. 
2 Sinisimpukka Pohjois Espanja 
  Mytilus gallopprovincialis Axexandrium spp. 
3 Sydänsimpukka Portugali & Pohjois Espanja 
  Cerastoderma edule Gymnodinium catenatum 
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6.3 Ajoliuoksen valmistus 
 
Liikkuva faasi A oli 95 % asetonitriiliä ja 5 % vettä (v/v %) ja B 100 % vettä. Ionivahvuus 
säädettiin lisäämällä kumpaankin liikkuvaan faasiin ammoniumformiaattia, siten että 
liuosten lopullinen konsentraatio oli 2 mM tai 4 mM. Happamuus (pH 3,5, 3,0 tai 2,9) 
säädettiin lisäämällä muurahaishappoa eluenttiin B ja sitten sama määrä eluenttiin A. Näin 
eluenttien ionivahvuus ja pH pysyivät vakiona, vaikka faasien osuuksia muutettiin 
gradientin mukaan.   
 
Eluentit valmistettiin päivittäin siten, että laitettiin mittapulloihin 5 % vettä (poislukien 
ammoniumformiaatin ja muurahaishapon tilavuus), lisättiin ammoniumformiaatia (1 M) 
aina sen verran että saatiin haluttu konsentraatio, lisättiin vettä tai asetonitriiliä eluentista 
riippuen, lisättiin muurahaishappoa (1 M) siten, että saatiin tietty konsentraatio ja täytettiin 
mittapullo merkkiin asti vedellä tai asetonitriilillä. 
 
6.4 Analyysilaitteisto 
 
Analyysissä käytettiin ACQUITY UPLC
® 
Xevo
TM
 TQ -integroitua UPLC-MS -laitteistoa 
(Waters Corporation, Milford, MA, USA). Xevo
TM 
TQ MS -laitteistossa oli Z-Spray
TM
 -
ionilähde sähkösumutusionisaatiolähteellä varustettuna, kolmoiskvadrupoli ja 
valomonistinputkidetektori. Kvadrupolien resoluution asetus ja kalibrointi oli suoritettu 
laitteen huollon yhteydessä tutkimuksen alussa. Ionilähteen kartio, ”nenä” (eng. cone) 
puhdistettiin useaan otteeseen tutkimuksen aikana. ACQUITY UPLC
® 
-laitteistossa oli 
automaattinen näytteensyöttäjä, kvaternaarinen pumppu, kaasunpoistaja ja kolonniuuni. 
Tiedonkäsittelyssä käytettiin Watersin MassLynx-ohjelmistoa.  
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6.5 Menetelmän kehitys 
 
6.5.1 Tandemmassaspektrometria 
 
Reaktiotuotteiden seurantaan valittiin lähtöioneiksi [M+H]
+
 yhdisteille STX (m/z 300), 
NEO (316), dcSTX (257), dcNEO (273), GTX 1 ja 4 (412) ja GTX 2 ja 3 (396), dcGTX 2 
ja 3 (353) ja [M+NH4]
+ 
yhdisteille C 1 ja 2 (493) aikaisempien tutkimusten ja 
vertailumateriaalin MS-spektrien perusteella.
19-21
 Monoisotooppiset massat varmistettiin 
Watersin laitteiston Mass Lynx 4.1 -ohjelman molekyylimassalaskurin avulla.  
 
Jokaisen yhdisteen lähtö-ionin intensiteetti optimoitiin kapillaarin ja kartion jännitteitä 
muuttamalla käyttäen standardiliuosta (1- 5 μM liuoksessa 50 % ACN/H₂O 2 mM AF ja 5 
mM MH). Kuivauskaasun (typpi) virtausnopeus oli 1000 l/h (16,7 l/min) ja lämpötila 500 
°C. Verhokaasun virtausnopeus oli 20 l/h (0,33 l/min). Tämän jälkeen optimoitiin 
törmäysenergia. Verrattiin spektrejä vertailumateriaalin ja Dell’Aversanonin ryhmän 
artikkelin spektreihin ja valittiin tuoteionit MRM-analyysiin.
19
 Myöhemmin tutkimuksen 
aikana suoritettiin optimointi uudelleen, koska C 1 ja 2, dcGTX 2 ja 3 ja GTX 2 ja 3 
yhdisteitä ei löytynyt kromatogrammeista (gradientti 20 % B:sta 80 % B 10 minuutissa, 
eluentit A: ACN/H₂O 95/5 ja B: 100 % H2O kummankin sisältäessä 2 mM AF ja 3,6 mM 
MH). 
 
Uudelleenoptimoinnissa käytettiin toksiinistandardiliuoksia (0,788–4,64 μM ACN/H2O 
50/50 (v/v %) 2mM AF ja 3,6 mM MH). Näyte valmistettiin pienemmän pitoisuuden 
mukaan kun standardissa oli kaksi yhdistettä, jotta saatiin kaikille yhdisteille minimissään 
noin 1μM pitoisuus. Näytteensyöttöön liitettiin 0,3 ml/min nestekromatografinen virtaus, 
jossa liikkuva faasi oli A/B 50:50 (v/v %), jossa eluentti A oli ACN/vesi 95/5 (v/v %) ja B 
100 % vettä kummankin sisältäessä 2mM ammoniumformiaattia ja 3,6 mM 
muurahaishappoa. Tämä eluenttien suhde valittiin, koska se vastasi suurin piirtein 
liikkuvaa faasia HILIC-analyysin lopussa, missä liuotinolosuhteet ovat vaativammat kuin 
analyysin alussa.  
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Optimointi aloitettiin STX-yhdisteellä. Ensin valittiin kapillaarin ja kartion jännite siten, 
että lähtöioni oli mahdollisimman suuri. Jotta liuotinmolekyylien haihtuminen ja 
kaasufaasi-ionien muodostuminen olisi mahdollisimman tehokasta, asetettiin 
kuivauskaasun (typpi) lämpötilaksi 600 °C ja virtausnopeudeksi 16,7 l/min. Verhokaasun 
virtaus ei ollut päällä. Sitten optimoitiin törmäysenergia siten, että saatiin vähintään kaksi 
yhdisteelle tyypillisiä fragmentteja mahdollisimman suurina.  
 
Vertailun vuoksi suoritettiin STX:n optimointi automaattisella ohjelmalla. Optimoitiin 
kartion jännite ja törmäysenergia kolmelle piikille muiden parametrien pysyessä edellä 
määritetyissä arvoissa. Kun verrattiin manuaalista ja automaattista optimointia todettiin 
menetelmien yhdenvertaisuus. Koska automaattinen optimointi oli nopeampaa ja siinä 
saatiin samalla kolmelle parille oma optimointi, jatkettiin muiden yhdisteiden optimointia 
automaattisella menetelmällä.  
 
Edellä määritellyillä parametreilla saatiin optimoitua (automaattisesti) vain NEO, dcSTX ja 
dcGTX2 ja 3, joten pudotettiin lämpötilaa 500 asteeseen ja jatkettiin optimointia 
manuaalisesti tai automaattisesti. Tällöin saatiin vähintään kaksi siirtymää yhdisteille GTX 
1 ja 4, dcNEO ja GTX 2 ja 3, mutta ei C- yhdisteille, joten pudotettiin lämpötila 400 
asteeseen. Lopuksi optimoitiin kofeiini valmistetulla liuoksella (3mM). Koska dcSTX- ja 
dcNEO yhdisteillä optimoinnissa käytetty massa-alueen alaraja oli suurempi kuin 
kirjallisuudessa näillä yhdisteillä yleisesti esiintyvä fragmentti (126), otettiin myös ko. 
fragmentti yhdisteiden siirtymiin. 
 
Kun suoritettiin LC- MS/MS -testiajo toksiinien ja kofeiinin seoksella optimaalisilla 
MS/MS-siirtymillä ja laitteen asetuksilla (lämpötila 500 °C) kromatogrammissa ei 
esiintynyt C 1 ja 2 siirtymiä. LC-olosuhteet: gradienttieluutio, jossa lineaarisesti 80 % 
A:sta 50 % A 10 minuutin aikana, pito 1 minuutti, jonka jälkeen minuutissa 80 % A ja pito 
2 minuuttia, virtausnopeus 0,3 ml/ min, kolonnin lämpötila 40,0 °C ja injektiotilavuus 5 μl. 
Yhdisteitä ei löytynyt myöskään virtausinjektioanalyysissä (eng. flow injection analysis, 
FIA), joten optimoitiin yhdisteet uudelleen manuaalisesti. Koska lähtöioni 
(ammoniumaddukti-ioni) ei ollut stabiili, vähennettiin kuivauskaasun lämpötilaa (275 °C) 
ja nopeutta (8,3 l/min) Dell’Aversanon ryhmän tutkimuksen mukaisesti.19 Verhokaasun 
46 
 
virtausnopeus oli 20 l/h. Myös erilaisia verhokaasun nopeuksia testattiin, mutta ei havaittu 
niissä eroja. LC-virtausnopeus oli 0,2 ml/min. Nyt tyypilliset fragmentit olivat 
voimakkaita, eikä lähtöionin lisäksi juuri muita ioneja esiintynyt.  
 
6.5.2 Hydrofiilinen vuorovaikutuskromatografia  
 
Analyysit suoritettiin ACQUITY UPLC® BEH (Bridged Ethylene Hybrid) 
amidikolonnilla (2,1 x 100 mm, 1,7 μm partikkelin koko, huokoskoko 130 Å, Waters, 
MiIlford, MA), johon oli kiinnitetty BEH™ Amide VanGuard -esikolonni (2,1 x 5 mm). 
Aluksi testattiin myös saatavilla olevaa 3,0 x 100 mm kolonnia. Optimoinnissa käytettiin 
saksitoksiinistandardien ja kofeiinin seosta (1,33 μM STX, 1,30 μM dcSTX, 1,31 μM 
NEO, 1,21μM GTX1, 0,87 μM GTX 3, 1,18 μM dcNEO,1,54 C 1, 0,39 μM GTX 4, 0,52 
dcGTX 3 0,69 C 2, 2,28 μM GTX 2) laimennettuna ACN/H2O 50/50 (v/v %), missä 2 mM 
AF ja 3,6 mM MH). Käytetyt MRM-siirtymät ja laitteen asetukset on esitetty taulukossa 
20. Optimoitiin kromatografiset parametrit: gradientin profiili ja ajoaika, liikkuvan faasin 
puskurin konsentraatio (2mM ja 4 mM), muurahaishapon konsentraatio (3,6 mM, 15 ja 20 
mM), pH (3,5, 3,0 ja 2,9), virtausnopeus (0,2, 0,3, 0,4 ja 0,5 ml/min) ja lämpötila (30 °C ja 
40 °C).  
 
Lopuksi ajettiin yksittäiset standardit ja verrattiin piikkien retentioaikoja seoksen 
retentioaikoihin, jotta varmistuttiin yhdisteiden piikkien oikeellisuudesta seoksessa. Ajojen 
välissä stabiloitiin ajoliuoksella A/B 80/20 kunnes paine oli tasaantunut.  Kolonni 
säilytettiin seoksessa ACN/H2O 50/50 (v/v %). Injektori ja pumpun linjat pestiin liuoksella 
ACN/H2O 50/50 (v/v %). 
 
6.5.3 Kiinteäfaasiuuttomenetelmä 
 
Koska saksitoksiinien uuttamista simpukoista oli tarkoitus tutkia sekä vesiliuoksilla että 
orgaanisilla liuottimilla, testattiin uuttopatruunoita testiseoksilla, jossa sertifioidut toksiinit 
laimennettiin vedellä tai orgaanisella liuottimella. Koska saksitoksiinit esiintyvät 
happamissa liuoksessa pääosin positiivisesti varautuneina, mutta myös 
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kokonaisvaraukseltaan neutraaleina (C 1 ja 2), testattiin useita toimintamekanismiltaan 
erityyppisiä adsorbentteja. 
 
Näyte vesiliuoksessa 
 
Taulukossa 15 on esitetty testatut patruunat ja käytetyt kunnostus- näyte, pesu- ja 
eluointiliuokset. Liuottimien ja näytteen annettiin valaua adsorbenttien läpi vapaasti ja 
tarvittaessa pumppattiin (ruiskun mäntä). Hypercarb Hypersep on 100 % 
grafiittihiilipatruuna, missä analyyttien retentio muodostuu adsorptioista ja indusoidusta 
dipolivuorovaikutuksista, joten materiaalissa on sekä käänteisfaasi että 
normaalifaasiretentiota.  Testattu MCX (mix mode cation) -patruuna on puolestaan 
polymeeripohjainen vahva kationinvaihtosorbentti joka sisältää ioninvaihto-
ominaisuuksien (SO3
–
) lisäksi käänteisfaasiominaisuuksia ja on tarkoitettu emäksisille 
yhdisteille. HLB-sorbentti on taasen polymeeripohjainen sekafaasi ja jossa on sekä 
hydrofiilisiä (N-Vinyylipyrrolidoni), että lipofiilisiä (divinyylibentseeni) ryhmiä. 
 
Uuton jälkeen puolet uutetta siirrettiin muoviputkeen ja puolet jätettiin lasiseen 
näyteputkeen. Fraktiot haihdutettiin vesihauteessa (30 °C) typpivirtauksella (noin 20 psi) 
kuiviin (Turbo Vap®, Biotage), liuotettiin 100 μl 50 % ACN 2mM AF 5 mM MH, 
suodatettiin ruiskusuodattimella (0,2 µm, Pall Corporation) ja injektoitiin 5 μl HILIC-
MS/MS -analyysiin (gradientti 20 % B:sta 80 % B 10 minuutissa, eluentit A: ACN/H₂O 
95/5 ja B: 100 % H2O kummankin sisältäessä 2 mM AF ja 3,6 mM MH). 
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Taulukko 15. Testatut patruunat ja käytetyt kunnostus-, näyte-, pesu- ja eluointiliuokset. 
 
Patruuna Valmistaja Kunnostus Näyte (μl) Pesu Eluutio 
Hypercarb* Thermo  2 x 1ml ACN 250 μl standardit  1 ml H₂O 2 ml ACN/H₂O  
Hypersep* Scientific 2 x 1 ml H₂0  (0, 1 -0,2 μM)   (50/50)  
200 mg/3 ml     100 % H₂O   2 mM AF 5 MH 
Oasis® HLB Waters 2 x 1ml ACN 1 ml standardit   1 ml H₂O 2 ml ACN/H₂O  
 3cc Vac Cartridge    2 x 1 ml H₂O (0, 1 -0,2 μM) 
 
(50/50)  
60 mg/3 ml     100 % H₂O   2 mM AF 5 MH 
Oasis® MCX Waters 2 x 1ml ACN 1 ml standardit  1 ml 2 % MH 2 ml 5 % NH₄OH 
3 cc Vac Cartridge   2 x 1 ml H₂O (0, 1 -0,2 μM)    60 % MeOH:ssa 
60 mg/3 ml     ACN/H₂O (50/50)      
      2 mM AF 5 mM MH     
 
Testatuista patruunoista Hypercarb Hypersep toimi parhaiten, joten sitä testattiin vielä 
lisää. Koska menetelmässä, jota oli tarkoitus käyttää uutossa, käytetään uuttoon 0,1 % 
HCl-liuosta (ja saostukseen trikloorietikkahappoa ja pH:n säätöön NaOH:ia) tehtiin näistä 
näyteliuotin. Testattiin erilaisia pesu- ja eluointiliuosten koostumuksia ja määriä (taulukko 
16). Suodatettiin uutteet ja 5 μl kustakin fraktiosta injektoitiin HILIC-MS/MS -analyysiin 
edellä esitetyillä optimoiduilla olosuhteilla. 
 
Taulukko 16. Testatut pesu- ja eluointiliuokset, Hypercarb Hypersep -uuttomenetelmässä. 
Patruuna kunnostettiin 2 x 3 ml asetonitrillillä ja 2 x 3 ml vedellä. 
 
Näyte Pesu Eluutio 
550 μl standardiseos (0,1-0,5 μM) 1 m H₂O 2 x 990 μl ACN/H₂O (50/50) 
 35 μl 1 M NaOH ja 285 μl 0,1 HCl pH (2,4)    2 mM AF, 3,6 mM MH 
550 μl standardiseos (0,1-0,5 μM) 1 ml  (70 μl 1 M  2 x 1 ml 80 % A 20 % B 
liuotin kuten edellä NaoH 930 μl 0,1 HCL)   
1 ml standardiseos (0,7-1,7 μM) 0,1 M HCl 2 x 500 μl H₂O 2 x 990 μl 80 % A 20 % B 
    1 x ACN/H₂O (50/50)  
    2 mM AF ja 3,6 mM MH 
kuten edellä 1 m H₂O 2 x 500 μl ACN/H₂O (50/50)  
     2 mM AF, 3,6 mM MH 
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Näyte orgaanisessa liuoksessa 
 
Koska asetonitriili-vesi-muurahaishapposeosta (ACN/H₂O 80/20 tai 90/10 (v/v %), missä 
0,1 % MH) on käytetty saksitoksiinien uuttamisessa simpukkamatriiseista ennen HILIC-
MS -analyysejä
19-21
 ja samanlaista seosta oli tarkoitus käyttää myös tämän tutkimuksen 
uutoissa, käytettiin patruunoita testattaessa testinäyteseoksen liuottimena asetonitriili-vesi-
muurahaishapposeoksia.  
 
Taulukossa 17 on esitetty testatut patruunat, näyteliuos ja käytetyt kunnostus-, pesu- ja 
eluointiliuokset. Aluksi testattiin vahvaa kationivaihtajaa (eng. strong cation exchange, 
SCX) ja poolista silikapatruunaa siinä kuitenkaan onnistumatta. Turrel ryhmineen on 
saanut SeQuentin ZIC-HILIC -patruunalla hyviä saantoja saksitoksiineille.
21
 Patruunaa ei 
enää valmisteta, mutta kun selvisi, että korvaavan patruunan voi saada, testattiin alustavasti 
puhdistusta ZIC-HILIC -patruunalla (Sequent) käyttäen samanlaista protokollaa kuin 
Turrelin ryhmä. Koska tulokset näyttivät hyvin lupaavilta, tilattiin saatavilla olevista 
vastaavan toiminnallisena ryhmän kahtaisionifaasin (kuva 8) omaavista Chromabond® 
HILIC –patruunoista tilavuudeltaan pienempi ja optimoitiin uuttomenetelmä.   
 
 
 
Kuva 8. Toiminnallinen ryhmä Chromabond HILIC- ja ZIC-HILIC -patruunoissa. 
 
Chromabond HILIC -patruunan optimointi aloitettiin valitsemalla samat näyte-, kunnostus- 
ja pesuliuottimet kuin hyvin toimineessa ZIC-HILIC -uutossa. Eluointiliuottimeksi valittiin 
0,1 % muurahaishappo. Koska suuri osa yhdisteistä löytyi kuorma- ja pesufraktiosta, 
muutettiin kunnostus- ja pesuliuottimet kokonaan orgaanisiksi. Koska yhdisteet eivät 
edelleenkään kiinnittyneet patruunaan, lisättiin orgaanisen liuottimen määrää näytteessä. 
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Lopuksi kokeiltiin, voisiko näytteen pitoisuutta konsentroida lisää eluoimalla pienemmällä 
tilavuudella.  
 
Kaikkien uuttojen jälkeen fraktioihin lisättiin 10 μl kofeiinia kompensoimaan tilavuuksien 
vaihtelua, suodatettiin (0,2 µm) ja injektoitiin 5 μl, paitsi viimeisessä kokeessa 10 µl, 
optimaaliseen HILIC-MS/MS -analyysiin. Osa SCX-patruunasta eluoidusta näytteestä 
myös haihdutettiin kuiviin ja liuotettiin (500 µl 50 % ACN, joka sisälsi 3,6 mM MH 2 mM 
AF) 
 
Taulukko 17. Testatut patruunat, näyteliuos ja käytetyt kunnostus-, pesu- ja 
eluointiliuokset.     
Patruuna Valmistaja Kunnostus Näyte Pesu Eluutio 
Isolute® SCX  Biotage 1 ml ACN 1 ml standardit   1 ml ACN/H₂O  1. 490 μl 36 % NH₃  
100 mg/1 ml   1 ml H₂O (0,3-1 μM) (80/20) ACN:ssä (pH 12) 
      ACN/H₂O (73/27)  0,1 % MH   
       0,1 % MH     
Varian Bond  Agilent  1 ml ACN/H₂O  kuten edellä kuten edellä 1. 490 μl ACN/H₂O  
Elut Si Techno- (80/20) 0,1 % MH     (10/90) 0,1 % MH 
100 mg/1 ml logies         
ZIC-HILIC® SeQuant 3 ml ACN/H₂O  kuten edellä kuten edellä 3 x 790 μl ACN/H₂O  
200 mg/3 ml   (10/90) 0,1 % MH     (10/90) 0,1 % MH 
    3 ml ACN/H₂O      2 x 1,5 ml ACN/H₂O  
    (80/20) 0,1 % MH     (10/90) 0,1 % MH 
Chromabond® Machery- 1 ml ACN/H₂O  2970 μl standardit kuten edellä 1. 1 ml 0,1 % MH 
HILIC Nagel (10/90) 0,1 % MH (0,022-0,06)     
500 mg/3 ml   2 x 3 ml ACN/H₂O  ACN/H₂O (77/23)       
    (80/20) 0,1 % MH 0,1 % MH     
Chromabond® Machery- 1ml H₂O 1 ml standardit  1 ml ACN 1. 1 ml ACN/H₂O  
HILIC Nagel  3 ml ACN (0,03-0,16 μM)   10/90 0,1 % MH 
500 mg/3 ml     ACN/H₂O (71/29)      
       0,1 % MH     
Chromabond® Machery- 1ml H₂O 1 ml standardiseos  kuten edellä 1. 1 ml ACN/H₂O  
HILIC Nagel 2 x 3 ml ACN (0,147 - 0,4 μM)   10/90 0,1 % MH 
500 mg/3 ml     ACN/H₂O (86/14)   2. 0,1 % MH 
       0,1 % MH     
Chromabond® Machery- 1ml H₂O kuten edellä kuten edellä 2 x 490 μl ACN/H₂O  
HILIC Nagel 4 x 1,5 ml ACN     10/90 0,1 % MH 
500 mg/3 ml         1 x 790 µl ACN/H₂O  
          10/90 0,1 % MH 
51 
 
6.5.4 Homogenisointi 
 
Simpukoiden homogenisointi suoritettiin virallisen AOAC:n biologisen menetelmän 
(959.08) mukaisesti:
69
 huuhdottiin simpukat hanavedellä, leikattiin lähentäjälihas, 
huuhdottiin sisältä, otettiin parta pois, jos sellainen oli, irrotettiin pehmytkudos, laitettiin 
kudos kotitaloussiivilään kuivumaan (5-30 min) ja siirrettiin kudos dekantterilasiin, joka 
asetettiin jäähauteeseen. Homogenisointiin käytettiin tutkimuksen alussa 
standardikotitaloussekoitinta ja Ultra Turrax -homogenisoijaa ja myöhemmin 
kotitalouslihamyllyä (Kenwood Pro 2000 Excel). 
 
6.5.5 Simpukkanäytteiden uutto  
 
Sekä suolahappo vesiliuosta että asetonitriili-vesi-muurahaishapposeosta on käytetty 
saksitoksiinien uuttamiseen simpukkamatriisista ennen HILIC-MS -analyysiä.
19-21
 
Kumpaakin menetelmää testattiin tässä tutkimuksessa. Myös uuttoa 0,1 % 
muurahaishapolla kokeiltiin lopuksi. 
 
Uutto suolahappo vesiliuoksella 
  
Simpukkanäytteet uutettiin protokollalla, jota käytetään AOAC:n virallisessa LC-ox-FLD 
menetelmässä (AOAC 2011.02) ja sitä vastaavassa pohjoismaisessa menetelmässä (AOAC 
International-NMKL-menetelmä):
18, 74
 punnittiin sentrifugiputkeen (50 ml) 1,000 g jokaista 
kolmea vertailunäytettä ja kaksi nolla simpukkanäytettä (ZERO-Mus), spiikattiin nolla-
simpukat 20 μl toksiiniseoksilla, jotka oli tehty sertifioiduista standardeista laimentamalla 
100 nM ammoniumformiaattiin (1/10 ja 1/5), sekoitettiin (Vortex), lisättiin 1 ml 0,1 M 
HCl, sekoitettiin ja alennettiin pH 5 % HCl (pH 3-4). Tämän jälkeen pidettiin näytteitä 5 
minuuttia kiehumassa vesihauteessa, jäähdytettiin, tarkistettiin pH (<4) ja sentrifugoitiin 10 
minuuttia 4000 rpm (Jouan quality system C 412). Pipetoitiin 500 µl supernatanttia 
mikrosentrifugiputkeen ”eppariin”, lisättiin 25 μl trikloorietikkahappoa, vorteksoitiin, 
sentrifugoitiin 5 minuuttia 10 000 rpm (ohjeen mukaan 20 000, mutta tämä oli käytetyn 
52 
 
sentrifugin maksimiteho (Epperdorf centrifuge 5415C), pipetoitiin supernatantti toiseen 
eppariin, lisättiin 35 µl 1 M NaOH, vorteksoitiin ja sentrifugoitiin 5 minuuttia (10 000 
rpm).  
 
Siirrettiin näytteet kunnostettuun (3 ml MeOH, 2 ml H₂O) hiilipatruunaan (HyperSep 
Hypercarb), pestiin (1 ml H₂O), eluoitiin (1ml 50 % ACN 10 mM AF ja 3,6 mM MH), 
vakuumihaihdutettiin (Genevac EZ-2plus) ja liuotettiin 200 μl eluenttiin A. Suodatettiin 
(0,2 μm) ja 7,5 μl injektoitiin HILIC-MS/MS -analyysiin.  HILIC-MS/MS -analyysit 
suoritettiin ACQUITY ULPLC® BEH -amidikolonnilla (3,1 x 100 mm, 1,7 μm partikkelin 
koko, huokoskoko 130 Å), johon oli kiinnitetty BEH™ Amide VanGuard -esikolonni (3,1 
x 5 mm), kolonnin lämpötila oli 40 °C, virtausnopeus 0,3 ml/min ja gradienttieluutio: 
alussa 10 % B, 10 % B:stä 30 %:iin B 6 minuutissa, 30 % B:stä 60 % B 5 minuutissa, 
paluu 10 % B 0,5 minuutissa ja tasapainotus 2 minuuttia, missä eluentti A oli 
asetonitriili/vesi (95/5, v/v) ja eluenttina B vesi kummankin sisältäessä 1 mM 
ammoniumformiaattia ja 7 mM muurahaishappoa (pH 2,9).  
 
Uutto asetonitriili-vesi-muurahaishapposeoksella  
 
Dell’Aversanon ryhmä on käyttänyt saksitoksiinien uuttamiseen simpukoista asetonitriili-
vesiseosta 80/20 (v/v %), joka sisältää 0,1 muurahaishappoa.
19
 Zhuon ryhmä sai puolestaan 
optimaaliseksi seokseksi ACN/H₂O 90/10 (v/v) 0,1 % MH.20 Tässä tutkimuksessa 
asetonitriilin/veden osuuksina käytettiin sekä 90/10 että 80/20. Kaikki liuottimet sisälsivät 
0,1 % muurahaishappoa. 
  
Taulukossa 18 on esitetty kokeissa käytetyt uuttoliuottimet, vorteksointiajat, ajat 
ultraaäänihauteessa (Branson 2510) ja sentrifugointiajat. Kaikissa kokeissa 1,000 g 
homogenoitua kaupallista sinisimpukkaa spiikattiin standardiseoksella (jossa oli 10 μl 
kaikkia muita sertifioituja standardeja paitsi 20 μl dcNEO yhteensä 90 μl). Tutkimuksen 
aikaisemman osan perusteella standardinäyteseoksen tuli sisältää enintään 14 % vettä, jotta 
toksiinit pidättyivät Chromabond HILIC -patruunaan. Koska nesteen tilavuus kasvoi (noin 
53 
 
200 μl) simpukkamateriaalista saatavan veden vuoksi, laimennettiin uutteen supernatanttia 
asetonitriilillä (0,1 % MH) ennen kiinteäfaasiuuttopuhdistusta, (Chromabond HILIC-
patruuna optimoiduilla olosuhteilla) siinäkin tapauksessa, että uuttoliuottimena oli käytetty 
90 % asetonitriiliä. Tämän lisäksi huuhdeltiin putki 500 μl liuotinta (ACN/H₂O 90/10 01 
% MH) ja lisättiin patruunaan. Lisätyn liottimen määrä ja lopullinen asetonitriilin ja veden 
suhde on esitetty myös taulukossa. Näytteet suodatettiin (0,2 μm) ja analysoitiin 
optimoidulla HILIC-MS/MS menetelmällä. 
 
Taulukko 18. Tutkimuksessa testatut uuttomenetelmät. 
 
Uuttoliuotin Vortex Ultaääni sentrifugointi Laimennusliuotin 
Määrä (ml) ACN/H₂O (min) (min) (min) Määrä (ml) ACN/H₂O 
990 90/10 1 15 10 9,5 97/3 
910 80/20 1 20 10 6 92/8 
4910 80/20 5 20 15 0,5 77/23 
910 80/20 5 20 10 3,5 90/10 
 
6.5.6 Kiinteäfaasiuuton saanto, menetelmän testaus ja kehittäminen 
 
Toksiinistandardinäyteseos valmistettiin (toksiinien pitoisuudet 1/10 osa sertifioidun 
standardin pitoisuudesta, paitsi dcNEO 1/20) asetonitriili-vesi-muurahaishapposeokseen 
(ACN/H2O 90/10 0,1 % MH). Toksiinistandardiseoksesta valmistettiin 4,5 ml SPE- 
näyteseos (ACN/H2O 88/12 0,1 % MH) Eluointi suoritettiin 1 ml liuottimella (ACN/H₂O 
10/90 % 0,1 % muurahaishappoa), jolloin toksiinien pitoisuuksiksi saatiin samat kuin 
liuotinstandardissa. Punnittiin kaksi simpukkanäytettä (1,000 g), spiikattiin toinen 
näytteistä sertifioiduilla saksitoksiineilla. Uutettiin, puhdistettiin, suodatettiin ja suoritettiin 
analyysit edellä kuvatuilla optimaalisilla menetelmillä. Lisättiin nolla-näytteen 
eluutiofraktioon toksiinistandardit siten, että niiden pitoisuus oli kuten edellä.  
 
Tutkittiin liuottimen vesipitoisuuden vaikutusta retentioaikoihin ja resoluutioon 
vertaamalla standardiseoksen (ACN/ H₂O 10/90 0,1 % MH) yhdisteiden 
suurimpien/parhaiden siirtymien retentioaikoja toksiinien pitoisuuksilta vastavaan 
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(aikaisemmin ajetun) liuotinstandardiin (ACN/ H₂O 50/50 2 mM AF 20 mM MH). Lisäksi 
laskettiin saanto (%) Chromabond HILIC -patruunalle jakamalla SPE-materiaalilla uutetun 
saksitoksiinistandardipiikin pinta-ala SPE-materiaalilla uuttamattoman 
saksitoksiinistandardipiikin pinta-alalla. Verrattiin myös matriisistandardin ja spiikatun 
simpukkanäytteen yhdisteiden kromatogrammeja liuotinstandardiseokseen (ACN/ H₂O 
10/90 0,1 % MH). 
 
Tutkittiin alustavasti matriisivaikutusta tarkastelemalla liuotinstandardin ja 
matriisistandardin kokonaisionikromatogrammeja ja saantoa vertaamalla spiikattua 
simpukkanäytettä matriisistandardiin. Koemielessä laskettiin yhdellä pitoisuudella STX:lle 
matriisivaikutus ja saanto.  
 
Koska ionisuppressio oli hyvin suuri ja saanto pieni ja näytteessä olevien toksiinien 
pitoisuudet oletettavasti pieniä, saattaa etenkin herkkyys aiheuttaa ongelmia. Siksi tutkittiin 
seuraavaksi, voitaisiinko matriisivaikutusta pienentää lisäpuhdistuksella ja toisaalta saantoa 
parantaa uuttoliuottimen koostumusta muuttamalla (0,1 % MH). Uutteen laimennus 
vähentää matriisivaikutuksia, mutta vähentää samalla menetelmän herkkyyttä, joten sitä ei 
pidetty varteenotettavana vaihtoehtona.  
 
Kaikissa kokeissa 1,000 g homogenoitua kaupallista sinisimpukkaa spiikattiin 
standardiseoksella (jossa oli 10 μl kaikkia muita sertifioituja standardeja paitsi 20 μl 
dcNEO yhteensä 90 μl). Kahdessa ensimmäisessä kokeessa käytettiin edellä uuttokokeissa 
parhaaksi todettua uuttomenetelmää ja testattiin lisäpuhdistusta kiinteäfaasiuutolla C18 -
patruunalla tai neste-nesteuutolla heksaanilla, jonka jälkeen kuormafraktio laimennettiin 
asetonitriilillä jotta saatiin HILIC-patruunalle sopivampi vesipitoisuus. Kolmannessa 
kokeessa testattiin puhdistusta käytettävissä olevalla C-18SPE-pulverilla kuten Zhuon 
ryhmän hyvällä menestyksellä käyttämässään menetelmässä, jossa simpukkakudos 
uutettiin (ACN/H₂O 90/10 0,1 % MH), jonka jälkeen asetonitriili (proteiinit) ja vesikerros 
(toksiinit, rasvat) erotettiin pakastamisen avulla.
20
 Tämän jälkeen vesikerrokseen lisättiin 
Poly-Sery HLB (50 mg) ja CHROMABOND Carbon GCB (5 mg) -pulveria rasvojen 
kiinittämiseen. (taulukko 19).  
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Viimeiseksi testattiin vielä saannon parantamista uuttamalla 0,1 % muurahaishapolla. 
Koska asetonitriiliä käytetään yleisesti proteiinien saostamiseen, lisättiin kuormafraktioon 
10 ml ACN 0,1 % MH (samalla saatiin sopiva veden ja asetonitriilin suhde HILIC-
uuttoon), sekoitettiin ylösalaisin kääntämällä ja sentrifugoitiin (10 min, 4000 rpm). 
(taulukko 19) Kaikki näytteet suodatettiin ja analysoitiin HILIC-MS/MS optimoiduilla 
olosuhteilla  
 
Taulukko 19. Tutkimuksessa testattujen uutto- ja puhdistuslisäkokokeiden menetelmät. 
Kaikkia näytteitä vorteksoitiin 5 minuuttia ennen sonikointia ja sentrifugoitiin 15 minuuttia 
sonikoinnin jälkeen.  
 
Uuttoliuotin Sonikointi Puhdistus 1 Vettä Puhdistus 2 
  (min)    (%)   
910 μl ACN/H₂O 80/20 20 SPE C18 500 mg/ 3 ml (J.T. Baker) 20 SPE HILIC 
 0,1 % MH   (Kunnostus 10 ml ACN ja 10 ml H₂O)     
Kuten edellä 20 neste-nesteuutto 2 ml heksaani 25 SPE HILIC 
    vorteksointi 5 min     
    sentrifugointi 10 min (400 rpm)     
2 x 2 ml ACN/H₂O 90/10  5 ACN ja H₂O kerrosten erotus pakastamalla     
0,1 % MH   ( -20 °C 15 h, -75 °C 2 h, -20 °C 5 min)     
    Typpihaihdutus (-40 °C) < 1 ml ja      
    täyttö 1 ml:iin 0,1 % MH     
    50 mg discovery® DSC-18SPE pulveri     
    vorteksointi 1 min     
    sentrifugointi 15 min (3500 rpm)     
910 μl 0,1 % MH 100 % H₂O 5 SPE Octadekyl C18 200 mg/ 3ml  9,1 SPE HILIC 
    (Bakerbond)     
    10 ml ACN (O, 1 % MH)     
    sentrifugointi 10 min     
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6.5.7 Kvantitointi  
 
Kvantitatiivista määritystä varten valmistettiin kantaliuos ottamalla 100 μl kaikkia 
sertifioituja standardeja (7 kpl) paitsi dcNEO ja lisättiin 300 µl 0,1 % MH. Kantaliuos 
säilytettiin -20 °C pimeässä. Jotta saatiin spiikkausliuoksiin sama määrä vettä, valmistettiin 
kantaliuoksen lisäksi 4 eri pitoista standardiliuosta kantaliuoksesta käyttäen liuottimena 0,1 
% muurahaishappoa siten, että liuosten toksiinien pitoisuudeksi saatiin 1/2, 1/4, 1/10 ja 
1/20 kantaliuoksen pitoisuudesta.  
 
Punnittiin 1,000 g vertailunäytettä (1) ja kuusi nolla-simpukkanäytettä (ZERO-Mus) 
sentrifugiputkiin, lisättiin 100 μl kantaliuosta tai yhtä kutakin standardiliuosta viiteen 
näytteeseen, uutettiin asetonitriili-vesi-muurahaishapposeoksella (900 μl) viimeisenä 
testatulla ja parhaaksi havaitulla menetelmällä, puhdistettiin Chromabond HILIC-
patruunalla optimoiduilla olosuhteilla, lisättiin 10 μl kofeiinia (100 μM), täytettiin 1 ml 
asti eluutioliuottimella ja suodatettiin.  
 
Liuotinstandardisuoraa varten valmistettiin standardit lisäämällä 1/10 kantaliuosta ja 
kutakin standardiliuosta asetonitriili-vesi-muurahaishapposeokseen (ACN/H₂O 10/90 0,1 
% MH), jossa kofeiinin pitoisuus oli säädetty 12 μM, jolloin saatiin pitoisuudet 1/10, 1/20, 
1/40, 1/100 ja 1/200 kantaliuoksen pitoisuudesta. Matriisistandardisuoraa varten 
valmistettiin standardit lisäämällä 1/10 kutakin standardiliuosta uutetun nolla-simpukan 
eluutiofraktioon. Koska eluutioliuosta oli vain 1 ml, saatiin vain kolme matriisistandardia.  
 
Injektoitiin 10 μl jokaista liuotinstandardia ja matriisistandardia ja nolla-simpukkanäyte, 
vertailunäyte ja spiikatut näytteet kolme kertaa ja ajettiin optimoiduilla HILIC-MS/MS -
olosuhteilla. Ennen ajoa valmistetun eluentin B pH oli 3,05. Jokaisen ryhmän ja jokaisen 
sarjan välissä ajettiin pelkkä asetonitriilinäyte muistiefektin välttämiseksi.  
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Kun katsastettiin analyyttien esiintymistä vahvimmasta spiikatusta näytteestä, huomattiin, 
että dcGTX 2 ja 3 ja NEO:n piikit puuttuivat. Tutkittiin vastaava standardi- ja 
matriisinäyte, mutta yhdisteitä ei esiintynyt niissä. Verrattiin sitten ko. standardia 
vastaavaan aikaisempaan standardiin, mutta ei löydetty yhdisteitä vastaavia piikkejä ko. 
standardista. Seuraavaksi tehtiin kantaliuoksen valmistukseen käytetyistä dcGTX 2 ja 3 ja 
NEO -sertifioiduista standardeista seos laimentamalla (50 % ACN 2 mM AF ja 3,6 mM 
MH) ja injektoitiin HILIC-MS/MS -analyysiin. Kummankaan yhdisteen 
kromatogrammissa ei esiintynyt näiden yhdisteiden piikkejä, joten alkuperäiset ampullit oli 
toimitettu väärin. Sen sijaan seoksesta löytyi kaikki kolme tytärionia sekä dcSTX- että 
dcNEO-yhdisteelle.  
 
Sertifioiduista toksiinistandardeista valmistettu kantaliuos sisälsi siis 100 μl C 1 ja 2, GTX 
1 ja 4, GTX 2 ja 3, STX, dcNEO ja 200 μl dcSTX yhdistettä ja 300 µl 0,1 % MH. 
Toksiinien pitoisuudet kantaliuoksessa olivat siten: STX 6,63 μM, dcSTX 13,0 μM, NEO 
6,56 μM, GTX1 6,04 μM, GTX3 4,34 μM, GTX4 1,97 μM, dcNEO 2,94 μM, C2 3,39 
μM, GTX2 11,42 μM ja C1 11,34 μM ja standardiliuosten pitoisuudet esimerkiksi STX:lle 
olivat siten 6,63 μM, 3,32 μM, 1,66 μM, 0,63 μM ja 0,33 μM. Spiikattujen näytteiden 
pitoisuudet esimerkiksi STX:lle olivat 0,66 μmol/kg, 0,33 μmol/kg, 0,17 μmol/kg, 0,063 
μmol/kg, 0,033 μmol/kg ja liuotinstandardien, matriistandardien ja spiikatun näytteen 
eluutiofraktion pitoisuudet 0,663, 0,3315,0,16575, 0,063 ja 0,03315 μM. 
 
Menetelmän selektiivisyyttä tutkittiin vertaamalla vahvimman spiikatun simpukkanäytteen 
analyyttien siirtymiä vastaavaan spiikkaamattomaan nolla-näytteeseen. Kvantitointi-
ioneiksi valittiin intensiteetiltään suurimmat ionit. 
 
Näytteiden kromatogrammeista määriteltiin analyyttien ja kofeiinin (tilavuuden standardi) 
piikkien pinta-alat automaattisesti tai käsin integroinnilla. Laskettiin analyyteille 
suhteellinen pinta-ala (analyytin pinta-ala/kofeiinin pinta-ala) Laskettiin pinta-aloille 
keskiarvot (ka), keskihajonta (SD) ja suhteellinen keskihajonta (RSD). Piirrettiin pinta-alat 
ja keskimääräiset suhteelliset pinta-alat pitoisuuden funktiona ja tehtiin pistejoukkoon 
lineaarinen sovitus. Lineaarisuus tarkistettiin visuaalisesti.  
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Matriisivaikutus laskettiin matriisisuoran ja standardisuoran kulmakertoimien suhteella. 
Koska matriisisuorassa oli vain kolme pitoisuutta (uutettua nolla-näytettä ei ollut 
enempää), otettiin standardisuoriinkin vain samat kolme pitoisuutta. Saanto laskettiin 
spiikatuille näytteille kolmella eri pitoisuustasolla alla olevan yhtälön mukaisesti.  
 
       
                        
         
           (2) 
 
missä cspiikattu on spikatun näytteen määritetty pitoisuus matriisuoran yhtälön avulla, cei 
spiikattu on ei spiikatun näytteen määritetty pitoisuus ja clisätty on lisätty pitoisuus. 
 
Vertailunäytteen pitoisuus laskettiin spiikatun standardisuoran yhtälön avulla. Koska 
toksiinien pitoisuus ilmoitetaan STX-dihydrokloridiyksikköinä (µg STX2HCl eq/kg), 
analyyttien pitoisuudet (μmol/kg) muutettiin mikrogrammaa STX dihydrokloridiyksikköä 
(µg STX2HCl eq/kg) kertomalla pitoisuus STX:ään suhteutetuilla toksisuuskertoimilla ja 
dihydrokloridi STX:n moolimassalla 372,2 g/mol. Myrkyllisyyskertoimet saatiin Kanadan 
NRC-instituutin lisämateriaalista ja ne on esitetty teoriaosuudessa. 
7 TULOKSET 
 
7.1 Tandemmassaspektrometrian optimointi 
 
Toksiinien (STX, NEO, dcSTX, dcNEO, C 1 ja 2, GTX 1 ja 4, GTX 2 ja 3, dcGTX 2 ja 3) 
tuoteionit optimoitiin manuaalisesti ja/tai automaattisesti kolmoiskvadrupolilaitteistolla 
käyttäen standardiliuoksia ja lähtöionina ammoniumaddukti-ionia [M+NH₄]⁺ C 1 ja 2 
yhdisteelle ja protonoituja ioneja [M+H]⁺ muille yhdisteille. Kun verrattiin manuaalista ja 
automaattista optimointia (STX), todettiin menetelmien yhdenmukaisuus. Kartion 
jännitteissä oli vain 1 V ero ja tuoteionispektreissä kaksi suurinta tuoteionia (204 ja 179) ja 
niiden törmäysenergiat olivat samat. Myös automaattisesti valittu ioni (282) oli 
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manuaalisessa tuoteionispektrissä. Liitteesä 1 on esitetty esimerkkinä STX:n MS/MS- 
spektri (manuaalinen optimointi). Taulukossa 20 on esitetty saksitoksiinien HILIC-MS/MS 
–analyysiin valitut optimaaliset tarkkailtavat reaktiot (eng. multiple reaction monitoring, 
MRM) ja laitteen asetukset. 
 
Taulukko 20. Optimoidut MRM-siirtymät ja laitteen asetukset. Kapillaarin jännite oli 3,51 
kV, kuivauskaasun virtausnopeus 8,3 l/min ja lämpötila 275 °C ja verhokaasun nopeus 0,3 
l/min ja ne oli valittu C-yhdisteiden perusteella. Spektridatan/tiedon keräysaika (eng. dwell 
time) oli 5 ms/yhdiste. Lohkeamat ovat Dell’Aversanon tutkimuksesta.19 
Yhdiste MRM m/z Lohkema Kartion Törmäys 
      
jännite 
(V) energia (eV) 
Kofeiini 195,1 → 138,00 ei tietoa 56 18 
  195,1 → 163,10 ei tietoa 56 16 
  195,1 → 180,00 ei tietoa 56 20 
dcSTX 257,2 → 126,00 ei tietoa 30 16 
  257,2 → 179,90 –H₂O–NH₃–HNCNH 30 18 
  257,2 → 222,10 –H₂O–NH₃ 30 22 
  257,2 → 239,30 –H₂O 30 14 
dcNEO 273,2 → 126,10 ei tietoa 30 25 
  273,2 → 179,90 ei tietoa 30 18 
  273,2 → 225,10 ei tietoa 30 20 
  273,2 → 255,10 –H₂O 30 24 
STX 300,2 → 138,00 –H₂O–NH₃–CO₂–HNCNH–H₂C₂NH 33 20 
  300,2 → 179,30 –H₂O–NH₃–CO₂–HNCNH 32 20 
  300,2 → 204,10 –2H₂O–NH₃–NHCO 32 20 
  300,2 → 282,20 –H₂O 32 18 
NEO 316,2 → 177,30 –2H₂O–NH₃–CO₂–HNCNH 32 20 
  316,2 → 220,10 –2 H₂O–NHCO–NH₃ 32 22 
  316,2 → 298,20 –H₂O 32 18 
dcGTX 2 ja 3 353,2 → 255,20 –SO₃–H₂O 16 20 
  353,2 → 273,00 –SO₃ 12 12 
  353,2 → 335,18 –H₂O 16 8 
GTX 2 ja 3 396,3 → 298,20 –SO₃–H₂O 14 18 
  396,3 → 316,20 –SO₃ 14 16 
  396,3 → 378,10 ei tietoa 20 15 
GTX 1 ja 4 412,2 → 314,00 –SO₃–H₂O 18 9 
  412,2 → 332,30 –SO₃ 18 9 
C 1 ja 2 493,0 → 298,00 –NH₃–2SO₃–H₂O 10 20 
  493,0 → 316,00 –NH₃–2SO₃ 10 20 
  493,0 → 396,00 –NH₃–SO₃ 10 20 
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7.2 Hydrofiilinen vuorovaikutuskromatografian optimointi ja 
toksiinistandardien analysointi 
 
HILIC-olosuhteet optimoitiin ajamalla toksiinistandardiseosta erilaisilla kromatografisilla 
olosuhteilla (gradientin profiili (A/B (A: ACN/H₂O 95/5, B:100 % H₂O) ja ajoaika, 
liikkuvan faasin puskurin konsentraatio, pH, virtausnopeus ja lämpötila). MRM-
analyyseissä käytetyt siirtymät ja laitteen asetukset on esitetty taulukossa 20.  
 
Halkaisijaltaan kapeampi UPLC® BEH -amidikolonni (2,1 x 100 mm, 1,7 μm partikkelin 
koko) tuotti intensiivisempiä piikkejä kuin leveämpi ULPLC® BEH -amidikolonni (3,0 x 
100 mm, 1,7 μm partikkelin koko) kolonni, joten se valittiin optimointi -analyyseihin.  
 
Testattiin useita gradientteja. Viimeisinä eluoituvien kahdenarvoisten yhdisteiden (STX, 
NEO, dcSTX, dCNEO) eluoituminen vaati minimissään 60 % B (100 % H₂O). Tällöinkin 
edellä mainitut toksiinit ilmestyivät kromatogrammiin samaan aikaan yhtenä piikkinä. 
Sekä ensimmäisenä ryhmänä eluoituvat neutraalit C-yhdisteet (C1 ja 2) että toisena 
ryhmänä eluoituvat yhdenarvoiset yhdisteet (GTX1 ja 4, GTX 2 ja 3, dcGTX 2 ja 3) 
erottuivat kromatografisesti. Veden määrään lisääminen ja/tai ajoajan lisääminen 
edellisestä ei juuri parantanut viimeisimpien yhdisteiden resoluutiota, mutta heikensi 
aikaisempien yhdisteiden resoluutiota. 
 
Kun eluenttien pH pieneni (3,5; 3,0; 2,9) retentioajat lyhenivät ja piikit kaventuivat hieman 
etenkin kahdenarvoisten yhdisteiden ryhmällä. Toisaalta yhdenarvoisten yhdisteiden 
ryhmässä resoluutio heikkeni. Sama suuntaus havaittiin kun virtausnopeutta kasvatettiin 
(0,2 ml/min - 0,5 ml/min). Injektiotilavuuden kasvattaminen (5 μl ja 10 μl) lisäsi 
yhdisteiden intensiteettiä. Kun ammmoniumformiaatin pitoisuus vaihdettiin 2 mM:sta 4 
mM:iin, kokonaisionikromatogrammissa ei esiintynyt juuri mitään 10 minuutin aikana. Eri 
lämpötilojen (40 ja 30 °C) välillä ei ollut juurikaan eroja yhdisteiden kromatogrammeissa. 
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Optimiolosuhteiksi saatiin kolonni UPLC® BEH Amidi (2,1 x 100 mm, 1,7 μm partikkelin 
koko), jossa BEH™ Amide VanGuard -esikolonni (2,1 x 5 mm), kolonnin lämpötila 40 °C, 
virtausnopeus 0,3 ml/min, injektiotilavuus 10 μl ja gradienttieluutio, jossa oli alussa 20 % 
B, 20 % B:stä 60 % B 9 minuutissa, paluu 20 % B yhdessä minuutissa, tasapainotus 2 min, 
missä eluentti A oli asetonitriili/vesi (95/5, v/v %) ja eluenttina B 100 % vesi kummankin 
sisältäessä 2 mM ammoniumformiaattia ja 20 mM muurahaishappoa. Eluentin B pH oli 
2,9. Optimoiduillakaan parametreilla kaikkia standardiseoksen yhdisteitä ei saatu erotettua 
kromatografisesti, mutta MS/MS-dektoinnin tiedonkeruun (MRM) eri kanavien avulla 
saatiin yhdisteet erotettua 10 minuutissa. Kuvassa 9 on esitetty standardiseoksen 
yhdisteiden suurimmat siirtymät optimiolosuhteilla.  
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Kuva 9. Standardiseoksen yhdisteiden intensiivisimmät siirtymät HILIC-
optimiolosuhteilla: kolonni UPLC® BEH Amidi (2,1 x 100 mm, 1,7 μm), jossa BEH™ 
Amide VanGuard -esikolonni (2,1 x 5 mm), kolonnin lämpötila 40 °C, virtausnopeus 0,3 
ml/min ja gradienttieluutio: alussa 20 % B, 20 % B:stä 60 % B 9 min, paluu 20 % A 1 min, 
tasapainotus 2 min, missä eluentti oli ACN/H₂O (95/5, v/v %) ja eluenttina B 100 % H₂O 
kummankin sisältäessä 2 mM AF ja 20 mM MH (pH 2,9). Injektiovoluumi oli 5 yl. 
Optimoidut MRM-siirtymät ja laitteen asetukset on esitettyttaulukossa 20. 
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MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
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7.3. Kiinteäfaasiuuttomenetelmän valinta 
 
Näyte vesiliuoksessa 
 
Kun katsastettiin patruunoiden toimintaa, nähtiin että STX-yhdiste eluoitui pääosin suoraan 
läpi Oasis® HBL -patruunasta. Toisaalta Oasis® MCX -materiaalilla uutetun näytteen 
kromatogrammeista ei löytynyt yhdistettä (kiinnittynyt materiaaliin tai hajonnut 
emäksisessä olosuhteissa haihdutuksen aikana). Sen sijaan STX-yhdiste pidättyi Hypercarb 
Hypersep -adsorbenttiin ja eluoitui siitä käytetyllä liuottimella (ACN/H₂0 50/50 2 mM AF 
ja 3,6 mM MH). 
 
Eluointifraktion piikin (STX) intensiteetti oli suurempi silloin kun näyte haihdutettiin 
muoviputkessa kuin jos näyte haihdutettiin lasiputkessa (yhdisteet kiinnittynevät jossain 
määrin lasiin). Muita yhdisteitä ei tutkittu tässä vaiheessa, koska kaikkien yhdisteiden 
MS/MS-optimointi ei ollut valmis (yhdisteitä ei esiintynyt HILIC-MS/MS -testiajossa, 
jossa gradientti oli 20 % B:stä 80 % B 10 minuutissa). 
 
Kun tutkittiin myöhemmin lisää Hypercarb-patruunaa käyttäen näyteliuottimena 0,1 % 
suolahappoa, todettiin, että yhdisteet pidättyivät kyllä patruunaan (näyte vain 500 μl), 
mutta eluoituivat helposti pesussa. Kun pesuliuottimen määrä pidettiin pienenä (500 μl 
H₂O), saatiin toksiinit pysymään patruunassa. Kuitenkaan kaikkia yhdisteitä ei löytynyt 
eluutiofraktiosta. 
 
Näyte orgaanisessa liuoksessa 
 
Testattu vahva kationinvaihtaja IsoluteSCX ei pidättänyt näyteliuoksessa 
kokonaisvaraukseltaan neutraaleja C-toksiineja (C 1 ja 2), vaan ne löytyivät kuorma- ja 
pesufraktioista. Muut yhdisteet, jotka esiintyvät happamassa näyteliuoksessa positiivisina 
pidättyivät hyvin ja eluoituivat emäksisellä liuoksella. Kaikki toksiinit ilmaantuivat 
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kromatogrammiin kuitenkin kahden minuutin sisällä. Haihdutuksessa sen sijaan suurin osa 
toksiineista hajosi, eikä niitä löytynyt kromatogrammista. Poolinen silika Varian Bond Elut 
Si päästi läpi puolestaan niin neutraaleja yhdisteitä kuin ionisiakin, koska olosuhteet oli 
valittu väärin.   
 
SeQuentin ZIC-HILIC -patruuna pidätti kaikki yhdisteet hyvin eikä kuorma- tai 
pesufraktiossa esiintynyt yhdisteitä (kuva 10) Kaikki yhdisteet paitsi kahdenarvoiset 
yhdisteet eluoituivat heti esimmäisessä eluutiossa (790 μl ACN/H₂O 10/90 0,1 % MH) ja 
kahdenarvoiset yhdisteet kun eluutio toistettiin kaksi kertaa (kuva 10).  
 
 
 
Kuva 10. Kokonaisionikromatogrammi alhaaltapäin kuormafraktio, pesufraktio ja 1,2 ja 3 
eluutiofraktiot SeQuent ZIC-HILIC -patruunalla uutetusta standardiseoksesta taulukossa 
17 esitetyillä olosuhteilla. HILIC-MS/MS -olosuhteet ovat kuten kuvassa 9.  
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MM130718474 1: MRM of 29 Channels ES+ 
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MM130718473 1: MRM of 29 Channels ES+ 
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Kun uutettiin toksiinien standardinäyteseosta (23 % vettä (ACN/H₂O 77/23 0,1 % MH)) 
HILIC-patruunalla (Chromabond®), suuri osa näyteyhdisteistä löytyi jo kuorma- ja 
pesufraktiosta. Kun näytteen vesipitoisuus vähennettiin 14 %:iin (ACN/H₂O 86/14 0,1 % 
MH), saatiin kaikki yhdisteet pysymään patruunassa ja toisaalta eluoitumaan 1 ml 90 % 
vedellä (ACN/H₂O O, 1 % MH) (kuva 11). Puoli millilitraa ei riittänyt eluoimaan 
toksiineja, mutta toistettaessa saatiin kaikki toksiinit eluutiofraktioon.  
 
 
 
Kuva 11. Kokonaisionikromatogrammi saksitoksiinistandardien uutosta Cromabond 
HILIC -patruunalla optimiolosuhteilla (toiseksi viimeinen koe taulukossa 17).  
Alhaaltapäin näyte-, pesu-, 1 eluutio- ja 2 eluutiofraktiot. HILIC-MS/MS -olosuhteet kuten 
kuvassa 9 paitsi että injektiotilavuus oli 10 μl. 
 
Saksitoksiinien optimaaliseksi kiinteäfaasiuutoksi saatiin: Chromabond HILIC -patruuna, 
kunnostus 1 ml vesi ja 6 ml asetonitriili, pesu 1 ml vesi, standardiseosnäyte asetonitriili-
vesiseoksessa (86/14 v/v %), joka sisälsi 0,1 % MH, eluointi 990 μl asetonitriili-vesiseos 
(10/90 v/v %), joka sisälsi 0,1 % muurahaishappoa ja uuton jälkeen 10 μl kofeiinin lisäys.  
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7.4 Simpukkanäytteiden uuttomenetelmän valinta  
 
Uutto suolahappo vesiliuoksella 
 
Kun simpukkanäytteet uutettiin 0,1 % HCl:llä, puhdistettiin hiilipatruunalla (HyperSep 
Hypercarb) ja analysoitiin HILIC-MS/MS -menetelmällä, saksitoksiinin pitoisuudeksi 1 
vertailunäytteessä saatiin 14,9 μg STX 2HCL yksikköä/kg ja 2 vertailunäytteessä 11,5 μg 
STX 2HCL yksikköä/kg. Vertailunäytteestä 3 ei löydettyä saksitoksiinia alle määritysrajan. 
Euroopan vertailulaboratorion vertailutestin osallistujamaiden vastaavien näytteiden 
pitoisuudet vaihtelivat 101–171 μg STX 2HCL yksikköä/kg, 11–130 μg STX 2HCL 
yksikköä/kg ja 0 μg STX 2HCL yksikköä/kg. Muita yhdisteitä ei tutkittu tässä vaiheessa, 
koska kaikkien yhdisteiden MS/MS -optimointi ei ollut onnistunut. 
 
 Uutto asetonitriili-vesi-muurahaishapposeoksella 
 
Saksitoksiineja uutettiin simpukkamatriisista asetonitriili-vesi-muurahaishapposeoksella, 
laimennettiin asetonitriilillä ja analysoitiin optimoiduilla HILIC-MS/MS -olosuhteilla. Kun 
asetonitriilin pitoisuus laimennetussa uutteessa oli yli 97 %, syntyi saostumaa näyteputken 
seinämille. Kun saostuma liuotettiin ja testattiin toksiinien pitoisuus, löydettiin analyytit 
kokonaan tai osittain tästä näytteestä. Kun vesipitoisuus oli yli 23 %, yhdisteitä löytyi 
puolestaan kuormafraktiosta. Paras erotus (yhdisteet vain eluointifraktiossa) saatiin kun 
laimennetun näytteen vesipitoisuus oli 10 prosenttia.  Tällöin uutettiin 910 μl asetonitriili-
vesi-muurahaishapposeoksella (ACN/H₂O 80/20 0,1 % MH), vorteksoitiin ja sonikoitiin 5 
ja 20 minuuttia, sentrifugoitiini 15 minuuttia ja laimennettiin 3500 ml:lla (sisältää 500 
sentrifugiputken huuhtelu) asetoninitriiliä (0,1 % MH). 
 
7.5 Kiinteäfaasiuuton saanto ja menetelmän testaus 
 
Kun tutkittiin liuottimen vesipitoisuuden vaikutusta retentioaikoihin ja resoluutioon 
havaittiin, että liuotinstandardiseoksen (ACN/ H₂O 10/90 0,1 % MH) yhdisteiden, etenkin 
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myöhään eluoituvien, retentioajat olivat lyhyemmät kuin aikaisemmin ajetun 
liuotinstandardiseoksen (ACN/ H₂O 50/50 2 mM AF 20 mM MH), mikä paransi näiden 
yhdisteiden resoluutiota. Toisaalta suurempi vesipitoisuus näyteseoksessa heikensi 
aikaisemmin eluoituvien yhdisteiden resoluutiota. (liite 2). 
 
Resoluutio oli kuitenkin selkeästi parempi SPE-materiaalilla optimaalisilla olosuhteilla 
(toiseksi viimeinen koe taulukossa 17) uutetulla ja siitä eluoidulla (ACN/ H₂O 10/90 0,1 % 
MH) standardin yhdisteillä kuin uuttamattoman standardin yhdisteillä (ACN/ H₂O 10/90 
0,1 % MH) (liite 2). Standardin yhdisteiden huono resoluutio vaikeutti hieman piikkien 
integrointia ja pinta-alojen vertaamista uutettuun standardiin etenkin aikaisemmin 
eluoituvilla yhdisteillä, mikä heikensi HILIC-patruunan saantolaskun luotettavuutta. 
Chromabond HILIC -patruunan saanto vaihteli 60–146 % (kuva 12). 
  
 
 
Kuva 12. Saksitoksiinien saanto Chromabond HILIC-patruunasta. 
 
Matriisistandardin ja spiikatun simpukkanäytteen yhdisteiden retentioajoissa havaittiin 
lyheneminen myöhemmin eluoituvilla yhdisteillä (STX, dcSTX ja NEO) 
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standardinäytteeseen (ja HILIC-SPE:llä uutetun standardiseokseen) verrattuna, mikä 
vaikeutti retentioaikojen vertaamista (liite 2).   DellÀversanonin ryhmän mukaan tämä 
johtuu matriisivaikutuksesta.
19
 Mikä sen materiaalissa aiheuttaa ei ole kuitenkaan tiedossa.   
 
Kuvassa 13 on esitetty eri standardien (liuotin, SPE, matriisi) sekä spiikatun 
simpukkanäytteen kokonaisionikromatogrammit. Kuvasta nähdään, että 
matriisistandardiseokseen piikkien intensiteetti oli huomattavasti pienempi kuin 
liuotinstandardiseoksen, joten ionisupressio on erittäin suuri. Spiikatun simpukkanäytteen 
piikin intensiteetti oli puolestaan pienempi kuin matriisistandardiseoksen, joten saanto on 
huono. Kuvassa 14 on esimerkkinä esitetyn STX:n pinta-alat vahvistavat asiaa. 
 
Kuva 13. Kokonaisionikromatogrammi. Alhaalta lukien liuotinstandardiseos, Chromabond 
HILIC-patruunalla uutettu standardiseos, asetonitriilivesi-muurahaishapposeoksella ja 
HILIC-patruunalla uutettu nolla-simpukka johon lisätty standardiseos ja spiikatun 
simpukka ja asetonitriili-vesi-muurahaishapposeoksella ja HILIC-patruunan uutettu näyte. 
Käytetyt optimaaliset uuttoolosuhteet on esitetty taulukossa 18 (viimeinen koe), SPE-
olosuhteet taulukossa 17 (toiseksi viimeinen koe) ja HILIC-MS/MS -olosuhteet ovat kuten 
kuvassa 9. 
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Kuva 14. Kokonaisionikromatogrammit. STX integrointu automaattisesti. Alhaalta päin 
liuotin standardiseos, Chromabond HILIC-patruunalla uutettu standardiseos, 
asetonitriilivesi-muurahaishapposeoksella ja HILIC-patruunalla uutettu nolla-simpukka 
johon lisätty standardiseos ja spiikatun simpukka ja asetonitriilivesi-
muurahaishapposeoksella ja HILIC-patruunan uutos. Olosuhteet ovat kuten edellisessä 
kuvassa. 
 
Kun valmistettiin simpukkanäyte ja uutettiin kuten edellä parhaaksi todetussa 
uuttokokeessa, mutta puhdistettiin supernatantti C18SPE -patruunalla, saatiin rasvat 
jäämään oletettavasti C18-patruunaan, koska HILIC- patruunaan siirrettävä kuormafraktio 
oli vain hieman keltaista. HILIC-MS/MS -analyysien kromatogrammeissa ei esiintynyt 
kokonaisvaraukseltaan neutraaleja C-yhdisteitä eli ne lienevät jääneet niin ikään C18-
patruunaan. Heksaanipuhdistus muutti puolestaan retentioaikoja niin paljon, ettei yhdisteitä 
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MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
7.74e4
Area
7.19
10556
6.03
2
7.50
16
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
7.27e4
Area
7.13
9912
7.35
137
7.42
72
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voitu sovittaa standardeihin. Kun spiikattu simpukkanäyte uutettiin asetonitriili-vesi-
muurahaishapposeoksella (ACN/H₂O 90/10 0,1 % MH) ja pakastettiin, ei saatu 
muodostumaan selkeää asetonitriilikerrosta jäätyneen vesikerroksen päälle. Lisäksi kun 
testattiin, löytyykö asetonitriilikerroksesta toksiineja, löydettiin niitä sieltä, joskin 
vähemmän kuin vesikerroksesta. 
 
Kun spiikattu simpukkanäyte uutettiin 0,1 % muurahaishapolla ja puhdistettiin C18 200 
mg -patruunalla, minkä jälkeen lisättiin asetonitriiliä kymmenkertainen määrä 
muurahaishappoon verrattuna, sekoitettiin ja sentrifugoitiin, saatiin kirkas supenatantti joka 
siirrettiin HILIC-puhdistukseen ja HILIC-MS/MS -analyysiin. Kun verrattiin tällä 
menetelmällä saatua STX:n pinta-alaa aikaisempaan asetonitriili-vesi-
muurahaishappouuttoon, nähtiin, että pinta-ala oli huomattavasti suurempi edellisessä, 
vaikkakin testatusta asetonitriilisaostumakin löydettiin yhdistettä. C-yhdisteiden piikit 
olivat kuitenkin pienemmät edellisessä, joten ne jäänevät edelleen osittain patruunaan. 
Täten pelkkä HILIC-puhdistus lienee parempi. Valitettavasti dcGTX:n ja NEO:n 
kromatogrammeissa ei esiintynyt yhdisteiden piikkejä laisinkaan, joten menetelmää ei 
tutkittu enempää eikä selvitetty tarkemmin, johtuuko pinta-alan lisäys uutosta ja/tai 
puhdistuksesta. Myöhemmin selvisi, että ampullit oli toimitettu väärin, eikä näyte 
sisältänyt edes näitä kadonneita yhdisteitä. STX:n pitoisuuteen tämä ei kuitenkaan 
vaikuttanut. 
 
5.6 Kvantitointi 
 
Kun tutkittiin selektiivisyyttä vertaamalla spiikatun simpukan ja nolla-simpukan (Zero-
Mus) yhdisteiden siirtymiä, yhdisteiden retentioajoilla ei havaittu häiritseviä piikkejä tai 
niiden intensiteetti oli hyvin pieni, paitsi STX-yhdisteellä. STX:llä häiritseviä piikkejä oli 
huomattavasti enemmän muilla kuin 179 siirtymällä, kuten kuvasta 15 nähdään. Kaikille 
yhdisteille valittiin kuitenkin kvantitointi-ioneiksi intensiteetiltään suurimmat ionit (liite 
3,4,5).  
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Kuva 15. STX:n eri kvantitointi-ionit spiikatusta simpukkanäytteestä (0,065 µmol/kg) 
optimoiduilla SPE- ja HILIC-MS/MS -olosuhteilla.  
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Kun käytettiin kofeiiniin suhteutettua pinta-alaa suorissa (STX), saatiin huonompi 
korrelaatio (R
2 
= 0,9585) kun jos käytettiin suhteuttamatonta pinta-alaa (R
2 
= 0,9764), joten 
kofeiini osoittautui huonoksi standardiksi. Täten suhteutettua pinta-alaa ei käytetty 
kvantitointiin eikä laskettu muille analyyteille. Kun tarkastettiin visuaalisesti STX (204,1) 
yhdisteen toisen injektiosarjan lineaarisuutta (spiikatut näytteet), huomattiin, ettei sarja ole 
lineaarinen. Koska näytteet olivat ”likaisia” ja sarjat pitkiä, olisi sarjojen välissä pitänyt 
olla pidempi tasapainotusaika ja useampi pelkkä liuotinajo ja mahdollisesti jopa ”nenän” 
puhdistus. Toistoja oli myös liian vähä, joten kvantitoinnissa käytettiin kaikille vain 
ensimmäistä sarjaa. Liitteessä 6 on esitetty kaikkien standardinäytteiden ja spiikattujen 
näytteiden ja vertailunäytteen yhdisteiden pinta-alat ja retentioajat eri pitoisuuksilla. GTX 
1 ja 4 yhdisteiden piikkien huono resoluutio etenkin liuotinstandardin pienimmillä 
pitoisuuksilla esti yhdisteiden erottamisen ja integroimisen, joten ne jätettiin 
kvantitoinnista pois. 
 
Taulukosta 20 nähdään erittäin voimakas negatiivinen matriisivaikutus eli ionisupressio (5-
52 %). Korrelaatio oli erittäin huono liuotinsuorassa dcNEO ja huono liuotinsuorissa C 2 ja 
GTX 2 ja matriisisuorassa C 2. Saanto vaihteli paljon eri yhdisteiden ja niiden eri 
spiikkaustasojen välillä kuten taulukosta 21 nähdään. 
  
Taulukko 20.  Standardisuorien (liuotin, matriisi) yhtälöt, korrelaatiokerroin (R
2
) ja suhteet 
(kulmakerroin). 
 
Yhdiste Liuotin R² Matriisi R² Suhde % 
STX 17332x+1275 0,999 4281,4x-488,5 0,9995 25 
C1 484,2x-117,5 0,9853 22,503x-5,5 0,9996 5 
C2 1137,8x-92 0,8619 171,09x-19,5 0,9181 15 
GTX2 1952,6x-582,5 0,9464 995,99x+14 0,9979 51 
GTX3 16559x-1,5 0,9984 8384,5x-499 0,988 51 
dcSTX 1920,9x+284 0,9607 634,51x-161,5 0,9995 33 
dcNEO 783,28x+51 0,6520 410,11x+1 0,8408 52 
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Taulukko 21. Yhditeiden saanto kolmella spiikkaustasolla. 
 
Yhdiste Spiikkaustaso Saanto 
  μg STX 2HCl eq/kg  (%) 
STX 247 43,2 
  124 63,0 
  62 80,8 
GTX2 169,7 22,4 
  84,9 26,0 
  12,6 62,3 
GTX3 96,9 139,2 
  48,5 87,3 
  24,2 146,5 
dcSTX 241 10,8 
  60,5 21,5 
  60 39,7 
dcNEO 109,4 40,6 
  54,7 78,7 
  27,4 156,2 
 
 
Kun tutkittiin vertailunäytteen kvantitointi-ionien kromatogrammeja, löydettiin STX, GTX 
2, GTX 3, GTX 1, GTX 4 ja dcSTX yhdisteet. Pitoisuuksien laskemiseen käytettyjen 
spiikattujen näytteiden suorien korrelaatio oli huono dcSTX, GTX 2 ja 3 yhdisteillä 
(taulukko) Yhdisteiden pitoisuudeksi satiin: STX 139 μg STX 2HCl eq/kg, GTX2 51 μg 
STX 2HCl eq/kg, GTX3 31 μg STX 2HCl eq/kg  ja dcSTX 96 μg STX 2HCl eq/kg.  
 
Taulukko 22. Spiikattujen näytteiden suorien yhtälöt ja korrelaatiokerroin (R
2
). 
 
Yhdiste Suora R² 
STX 1208,1x-51,566 0,9779 
GTX2 443,87x+45,841 0,8228 
GTX3 4863,6x-252,5 0,8832 
dcSTX 80,737x+25,516 0,7413 
dcNEO 82,975x-2,67 0,972 
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8 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Jotta mahdollisesti syklisillä imiineillä saastuneita simpukoita ei pääsisi markkinoille, ovat 
tutkijat alkaneet kehittäämään analyysimenetelmiä yhdisteiden pitoisuuksien 
määrittämiseksi.  Syklisisistä imiineistä lähinnä 13-desmetyylispirolidi C:n (SPX 1) ja 
gymnodimiinin A:n (GYM A) pitoisuuksia on määritetty simpukoista. Muiden analogien ja 
yhdisteiden määrittämistä on haitannut sertifioitujen standardien ja materiaalien puute, 
joten niiden valmistaminen (eristäminen, syntetisointi) on tärkeää.  
 
Standardien puute on haitannut myös toksikologisia kokeita ja edelleen syklisten imiinien 
mahdollisten raja-arvojen määrittämistä. Toistaiseksi yhdisteiden aiheuttamia myrkytyksiä 
ei ole todettu ihmisillä. Tutkimusten perusteella syklisten imiinien suuri pitoisuus tappaa 
nopeasti hiiret, mutta jos hiiret eivät kuolleet, toimintakyky palautui täydellisesti.  
 
Menetelmien kehittäminen on keskittynyt kemiallisiin analyysimenetelmiin ja niissä 
nimenomaan LC-MS/MS –menetelmiin. Menetelmiä on kehitetty joko niin, että on 
optimoitu vain syklisten imiinien analysointi ja detektointi tai niin, että syklisten imiinien 
lisäksi detektoidaan muita yhdisteryhmiä monitoksiinimenetelmällä. Viime aikoina 
syklisten imiinien analyysimenetelmien kehittäminen on keskittynyt nimenomaan 
monitoksiinimenelmään, jossa syklisiä imiinejä analysoidaan yhdessä säännöstellyiden 
lipofiilisten yhdisteiden kanssa.  
 
Monitoksiinimenetelmissä on tutkittu lähinnä erilaisia kromatografisia olosuhteita (hapan, 
emäksinen, neutraali). Vaikka happamia kromatografisia olosuhteita on käytetty eniten, 
vaikuttaa analysointi emäksisissä olosuhteissa lupaavimmalta. Menetelmässä negatiiviset 
ja positiiviset yhdisteet jakautuivat parhaimmillaan kromatografisesti siten, että kaikki 
tutkitut toksiinianalogit (maksimissaan 27 kpl) pystyttiin analysoimaan samalla ajolla eikä 
nopeaan ESI-moodiin kykenevää laitetta välttämättä tarvita. Gerssenin ryhmän. 
menetelmässä ei tarvittu myöskään emäksistä hydrolyysiä OA-ryhmän esterijohdannaisten 
analysoimiseksi, mikä yksinkertaistaa analyysiä. Ainakin teoriassa menetelmä 
mahdollistaa useamman yhdisteen määrityksen. ULPH-menetelmän käyttö mahdollistaa 
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analyysiajan pienentämisen tarvittaessa. Lisäksi menetelmässä voidaan käyttää pienempiä 
partikkeleita ja parantaa erotustehokkuutta ja resolutiota ilman että paineenkasvu ylittää 
laitteiston kapasiteetin. Matriisivaikutusta on tutkittu jonkin verran. Syklisillä imiineillä on 
havaittu vain pientä matriisivaikutusta suuntaan tai toiseen, joten se ei näyttäisi olevan 
ongelma toisin kuin kokeellisessa osassa tutkituilla saksitoksiineilla. Aihe kaipaa kuitenkin 
lisää tutkimusta kuten myös näytteen puhdistaminen ja esimerkiksi matriisisuoran 
käyttäminen kvantitoinnissa. Menetelmiä on myös validoitu sisäisesti laboratoriossa, mutta 
ennen kuin niitä voidaan virallistaa, täytyy ne validoida eri laboratorioissa. 
 
Tutkimuksen kokeellisessa osassa neutraalien C-toksiinien (C 1 ja 2) MS/MS-analyysi 
asetti heti alussa haasteita, kuten aikaisempien tutkimusten perusteella saattoi odottaa. 
Toksiinit muodostivat kyllä ammoniumaddukti-ionin, mutta se hajosi herkästi. Jotta 
estettiin pilkkoutuminen, laskettiin lämpötilaa ja kuivauskaasun virtausnopeutta runsaasti, 
mikä ei sitten välttämättä ollut optimaalista etenkään lopussa eluoituville kahdenarvoisille 
yhdisteiden (STX, NEO, dcSTX, dcNEO), koska ionisaatio-olosuhteet ovat vaativammat 
analyysin lopussa (liikkuvassa faaasissa enemmän vettä). Eri tutkimuksissa on C 1 ja 2 -
yhdisteille saatu MS-spektrien peruspiikiksi [M+H-SO3]
+
 ioni ja sitä on myös käytetty 
lähtöionina MS/MS-analyyseissä. Näissä tutkimuksissa kaikilla laitteilla ei esiintynyt isoa 
ammoniumadduktia ollenkaan. Koska C-yhdisteiden MS-spektrit näyttävät vaihtelevan eri 
laitteilla, kannattaa MS/MS-optimointi vastaisuudessa aloittaa ajamalla MS-spektri, josta 
sitten valitaan intensiivisin piikki mahdollisesti [M+H-SO3]
+
 analyysiin.  
 
Myös gonjautoksiinien α-epimeerien (GTX1 ja 2 ja dcGTX1 ja 2) MS/MS-analyysin 
herkkyyttä voitaisiin mahdollisesti lisätä valitsemalla [M+H-SO3]
+ 
ioni lähtöioniksi 
[M+H]
+
-ionien sijaan, koska se oli niin ikään peruspiikki eri tutkimusten MS-
analyyseissä.
19-21
  
 
Tässä tutkimuksessa optimaaliset HILIC-olosuhteet olivat niin ikään kompromissi aikaisin 
eluoituvien neutraalien C-yhdisteiden ja lopussa eluoituvien kahdenarvoisten yhdisteiden 
välillä. Optimoiduillakaan HILIC-parametreilla standardiseoksen viimeiseksi eluoituvia 
kahdenarvoisia yhdisteitä (STX, NEO, dcSTX, dcNEO) ei saatu kromatografisesti 
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erottumaan. MS/MS-detektoinnin tiedonkeruun eri kanavien avulla saatiin yhdisteet 
kuitenkin erotettua 10 minuutissa.  
 
Erityisen haasteellista tässä tutkimuksessa oli löytää vuorovaikutukseltaan ja 
toimintamekanismiltaan sopiva adsorbentti ja liuottimien koostumukset 
kiinteäfaasiuuttoon, jälleen koska toksiiniseos sisälsi sekä kokonaisvaraukseltaan 
neutraaleja (C 1 ja 2) että positiivisesti ionisoituneita (kaikki muut) yhdisteitä. 
Chromabond HILIC-patruuna toimi kaikille yhdisteille kohtuullisesti (saanto 60–146 %) 
olettaen, että näyteliuoksen vesipitoisuus ei ylittänyt 14 %. Tämä puolestaan hankaloitti 
toksiinien uuttamista simpukkamatriisista ja HILIC-SPE -puhdistuksen yhdistämistä 
uuttoon. Hydrofobiset yhdisteet uuttunevat simpukkamatriisista (ainakin teoriassa) sitä 
paremmin mitä suurempi veden osuus.  
 
Kun saksitoksiinit uutettiin simpukkamatriisista asetonitriili-vesi-muurahaishapposeoksella 
(80/20/0,1), puhdistettiin HILIC-patruunalla ja analysoitiin HILIC-MS/MS -
optimiolosuhteilla, havaittiin voimakas ionisupressio (5-52 %) yhdisteestä riippuen. 
Matriisivaikutus on yleistä saksitoksiinien LC-MS/MS -analyyseissä. 
21
 Eri yhdisteiden ja 
pitoisuuksien välillä oli saannossa suuri vaihtelu (11–156 %).  
 
Useilla kokeilla tutkittiin, voitaisiinko matriisivaikutusta pienentää lisäpuhdistuksella ja 
toisaalta saantoa parantaa uuttoliuottimen koostumusta muuttamalla. Lupaavimmaksi 
menetelmäksi osoittautui uutto 0,1 % muurahaishapolla ja proteiinien saostus 
supernatantista asetonitriilillä. Valitettavasti dcGTX:n ja NEO:n kromatogrammeissa ei 
esiintynyt yhdisteiden piikkejä laisinkaan, joten menetelmää ei tutkittu enempää eikä 
selvitetty tarkemmin, johtuuko detektoitu pitoisuuden lisäys uutosta ja/tai puhdistuksesta. 
Myöhemmin selvisi, että ampullit oli toimitettu väärin, eikä näyte sisältänyt edes näitä 
yhdisteitä.  
 
Kun simpukkanäytteet uutettiin kehitetyllä menetelmällä, vertailunäytteestä (1) löytyi 
STX, GTX2, GTX3, GTX1, GTX4 ja dcSTX -yhdisteitä. Niiden pitoisuudeksi saatiin: 
STX 139 μg STX 2HCl eq/kg, GTX2 51 μg STX 2HCl eq/kg, GTX3 31 μg STX 2HCl 
eq/kg ja dcSTX 96 μg STX 2HCl eq/kg. GTX1 ja 4 yhdisteen pitoisuutta ei voitu laskea, 
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koska yhdisteen huono resoluutio vaikeutti niiden tunnistamista ja pinta-alojen integrointia 
varsinkin pienemmillä pitoisuuksilla. Euroopan vertailulaboratorion järjestämässä 
saksitoksiinien vertailutestissä (EURLMB 2013 Proficiency testing STX GROUP) 
yhdisteiden pitoisuudet vaihtelivat osallistujamaiden välillä: STX 101–171 μg STX 2HCl 
eq/kg, GTX2 ja 3 (yhdessä) 87–683 μg STX 2HCl eq/kg , GTX1 ja 4 yhdessä 152–2358 
μg STX 2HCl eq/kg. Testit oli suoritettu AOAC:n virallisella biologisella tai LC-FD-
menetelmällä. Suurin osa osallistujista ei ollut kvantitoinut muita yhdisteitä. Niillä 
osallistujilla, jotka olivat kvantitoineet muita yhdisteitä, kaikilla esiintyi dcSTX.  
 
Ennen kun menetelmää aletaan validoida, täytyy ainakin saantoa parantaa optimoimalla 
uutto. Myös proteiinien puhdistamista ainakin uudestaan asetonitriilisaostuksella ja kokoon 
perustuvalla puhdistuksella matriisivaikutusten pienentämiseksi kannattaa tutkia. Voisi 
myös harkita uuttoon otettaviksi vain simpukan ruuansulatusrauhaset, jolloin 
matriisivaikutuksia voitaisiin pienentää laimentamalla herkkyyden siitä liikaa kärsimättä.  
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10 LIITTEET 
 
Liite 1. Saksitoksiinin (STX) manuaalisesti optimoitu tuoteionispektri. Kapillaarin ja 
kartion jännite 2,97 kV ja 33 V. Kuivauskaasun virtausnopeus 16,7 l/min ja lämpötila 600 
°C. 
 
85 
 
Liite 2.  
 
  
 
Kuva 1. C 1 ja C 2 yhdisteiden suurimpien/parhaiden kromatogrammit alhaalta lukien 
liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 50 %), liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 90 %), HILIC 
SPE:llä uutettu standardiseos, matriisistandardiseos ja spiikattu simpukkanäyte. Käytetyt 
optimaaliset SPE-olosuhteet on esitetty taulukossa 17 (toiseksi viimeinen koe) ja HILIC-
MS/MS -olosuhteet kuten kuvassa 9.  
Time
2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00
%
0
100
2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00
%
0
100
2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00
%
0
100
2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00
%
0
100
2.00 2.25 2.50 2.75 3.00 3.25 3.50 3.75 4.00 4.25 4.50 4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00
%
0
100
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 316 (C1,2)
233
3.23
2.192.00 3.002.78
4.23
3.47 3.89 5.535.054.63 5.25
5.62 5.77 5.91
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 316 (C1,2)
44.7
3.34
2.35
2.00 2.76
4.64
3.59
4.29
3.93
5.08
5.03 5.835.36
5.23
5.76
5.48
5.67 5.89
5.95
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 316 (C1,2)
7.24e3
3.19
3.61
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 316 (C1,2)
4.02e3
3.22
2.81
3.62
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 316 (C1,2)
1.06e4
3.22
3.62
f
d
c
b
a
C2
C1
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Kuva 2. GTX2 ja 3 yhdisteiden suurimpien/parhaiden kromatogrammit alhaalta lukien 
liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 50 %), liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 90 %), HILIC 
SPE:llä uutettu standardiseos, matriisistandardiseos ja spiikattu simpukkanäyte. Olosuhteet 
kuten liitteen kuvassa 1. 
Time
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 298.2 (GTX2,3)
7.86e3
4.66
4.08 4.34
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 316.2 (GTX2.3 )
1.79e3
3.23
4.33
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 298.2 (GTX2,3)
1.32e4
4.63
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 316.2 (GTX2.3 )
7.13e3
3.26
4.29
4.62
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 298.2 (GTX2,3)
2.68e4
4.67
3.59
3.21
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 316.2 (GTX2.3 )
2.44e4
3.22
4.30
4.67
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 298.2 (GTX2,3)
1.95e4
4.65
3.54
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 316.2 (GTX2.3 )
1.37e4
3.19
4.30 4.66
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 298.2 (GTX2,3)
2.86e4
4.81
3.63
3.24
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 316.2 (GTX2.3 )
4.24e4
3.22
4.39 4.80
GTX3
GTX2
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Kuva 3. GTX1 ja 2 yhdisteiden suurimpien/parhaiden kromatogrammit alhaalta lukien 
liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 50 %), liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 90 %), HILIC 
SPE:llä uutettu standardiseos, matriisistandardiseos ja spiikattu simpukkanäyte. Olosuhteet 
kuten liitteen kuvassa 1. 
Time
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 314 (GTX1,4 )
95.4
4.40
3.04 4.253.67 3.96
5.595.07
4.90 5.335.27
5.52
5.83
5.77
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 332.3 (GTX1,4)
140
4.33
3.21 3.663.41 4.083.89
5.104.67 5.01 5.455.35 5.735.64 5.84
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 314 (GTX1,4 )
324
4.43
4.253.60
3.02
3.92
4.58
5.15 5.645.39 5.95
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 332.3 (GTX1,4)
34.8
5.313.14 4.603.41
3.69 4.00
4.384.18
4.80 5.01
5.64
5.49
5.96
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 314 (GTX1,4 )
1.59e3
4.77
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 332.3 (GTX1,4)
1.14e3
4.37
4.78
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 314 (GTX1,4 )
1.81e3
4.74
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 332.3 (GTX1,4)
1.10e3
4.34 4.65
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 314 (GTX1,4 )
956
4.92
3.11 5.58
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 332.3 (GTX1,4)
2.57e3
4.47
4.92
GTX2
GTX1
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Kuva 4. dcGTX2 ja 3 yhdisteiden suurimpien/parhaiden kromatogrammit alhaalta lukien 
liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 50 %), liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 90 %), HILIC 
SPE:llä uutettu standardiseos, matriisistandardiseos ja spiikattu simpukkanäyte. Olosuhteet 
kuten liitteen kuvassa 1. 
Time
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
3.00 3.20 3.40 3.60 3.80 4.00 4.20 4.40 4.60 4.80 5.00 5.20 5.40 5.60 5.80 6.00
%
0
100
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 255.2 (dcGTX2,3)
1.90e3
4.73
3.73
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 273.1 (dcGTX2,3)
1.30e3
4.48
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 255.2 (dcGTX2,3)
2.84e3
3.74
4.67
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 273.1 (dcGTX2,3)
4.55e3
4.45
4.70
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 255.2 (dcGTX2,3)
1.79e4
4.84
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 273.1 (dcGTX2,3)
2.39e4
4.47
4.85
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 255.2 (dcGTX2,3)
9.14e3
4.81
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 273.1 (dcGTX2,3)
1.45e4
4.45
4.81
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 255.2 (dcGTX2,3)
1.76e4
5.01
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
353.2 > 273.1 (dcGTX2,3)
2.31e4
4.59
5.01
dcGTX3
dcGTX2
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Kuva 5. STX yhdisteiden suurimpien/parhaiden kromatogrammit alhaalta lukien 
liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 50 %), liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 90 %), HILIC 
SPE:llä uutettu standardiseos, matriisistandardiseos ja spiikattu simpukkanäyte. Olosuhteet 
kuten liitteen kuvassa 1. 
Time
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
8.26e3
6.87
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
3.17e4
6.68
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
7.74e4
7.19
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
7.27e4
7.13
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
4.79e4
7.58
90 
 
 
 
Kuva 6. dcSTX yhdisteiden suurimpien/parhaiden kromatogrammit alhaalta lukien 
liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 50 %), liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 90 %), HILIC 
SPE:llä uutettu standardiseos, matriisistandardiseos ja spiikattu simpukkanäyte. Olosuhteet 
kuten liitteen kuvassa 1. 
Time
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
257.2 > 126 (dcSTX)
5.22e3
6.88
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
257.2 > 126 (dcSTX)
1.85e4
6.68
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
257.2 > 126 (dcSTX)
3.87e4
7.24
7.15
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
257.2 > 126 (dcSTX)
4.55e4
7.19
7.28
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
257.2 > 126 (dcSTX)
3.08e4
7.767.68
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Kuva 7. NEO yhdisteiden suurimpien/parhaiden kromatogrammit alhaalta lukien 
liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 50 %), liuotinstandardiseos (vesipitoisuus 90 %), HILIC 
SPE:llä uutettu standardiseos, matriisistandardiseos ja spiikattu simpukkanäyte. Olosuhteet 
kuten liitteen kuvassa 1. 
 
Time
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
6.00 6.20 6.40 6.60 6.80 7.00 7.20 7.40 7.60 7.80 8.00 8.20 8.40 8.60 8.80 9.00
%
0
100
MM130718614 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
316.2 > 298.2 (NEO)
9.24e3
6.86
6.97 7.05
7.417.22
7.56 7.63 7.72
7.83
MM130718618 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
316.2 > 298.2 (NEO)
2.42e4
6.67
7.016.946.84
7.437.227.12 7.35 7.61
8.16
MM130718610 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
316.2 > 298.2 (NEO)
1.87e4
7.30
7.21
MM130718608 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
316.2 > 298.2 (NEO)
2.08e4
7.28
7.72
MM130718433 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
316.2 > 298.2 (NEO)
1.06e4
7.82
7.68
7.42
7.97
8.31
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Liite 3. Kvantitointi-ionit yhdisteiden pitoisuudeltaan vahvimmassa liuotinstandardissa. 
Käytetyt optimaaliset SPE-olosuhteet on esitetty taulukossa 17 (toiseksi viimeinen koe) ja 
HILIC-MS/MS -olosuhteet kuten kuvassa 9.  
 
 
 
Time
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
5.99e4
Area
6.84;12814
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
257.2 > 179.9 (dcSTX)
2.60e4
Area
6.90
2853
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
273.2 > 225.1 (dcNEO)
4.52e3
Area
6.87
482
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 314 (GTX1,4 )
248
Area
4.47
36
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 332.3 (GTX1,4)
1.85e3
Area
4.25
239
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 298.2 (GTX2,3)
3.42e4
Area
4.54
7226
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 316.2 (GTX2.3 )
7.28e3
Area
4.17
1716
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 298 (C1,2)
2.76e3
Area
3.54
315
MM130718693 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 316 (C1,2)
2.78e3
Area
3.18
420
GTX4
GTX1
GTX3
GTX2
C2
C1
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Liite 4. Kvantitointi-ionit yhdisteiden pitoisuudeltaan vahvimmassa matriisistandardissa. 
Käytetyt optimaaliset SPE-olosuhteet on esitetty taulukossa 17 (toiseksi viimeinen koe) ja 
HILIC-MS/MS -olosuhteet kuten kuvassa 9. Uutto-olosuhteet taulukossa 18 (viimeinen 
koe). 
 
 
Time
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
2.39e4
Area
6.37
2341
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
257.2 > 179.9 (dcSTX)
7.03e3
Area
6.37
666
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
273.2 > 225.1 (dcNEO)
1.60e3
Area
6.31
114
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 314 (GTX1,4 )
1.88e3
Area
4.48
226
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 332.3 (GTX1,4)
2.02e3
Area
4.28
308
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 298.2 (GTX2,3)
2.69e4
Area
4.47
3082
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 316.2 (GTX2.3 )
8.10e3
Area
4.12
1157
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 298 (C1,2)
1.48e3
Area
3.55
41
MM130718698 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
493 > 316 (C1,2)
183
Area
3.17
20
GTX4
GTX1
GTX3
GTX2
C2
C1
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Liite 5. Kvantitointi-ionit yhdisteiden pitoisuudeltaan vahvimmassa spiikatussa näytteessä. 
Analyysiolosuhteet kuten edellisessä kuvasa. 
 
 
 
 
Time
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50
%
0
100
MM130718706 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
300.2 > 204.1 (STX)
5.84e3
Area
6.39
737
MM130718706 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
257.2 > 179.9 (dcSTX)
1.94e3
Area
6.43
114
MM130718706 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 314 (GTX1,4 )
496
Area
4.45
46
MM130718706 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
412.2 > 332.3 (GTX1,4)
535
Area
4.21
57
MM130718706 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 298.2 (GTX2,3)
1.81e4
Area
4.45
2098
MM130718706 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 29 Channels ES+ 
396.3 > 316.2 (GTX2.3 )
4.92e3
Area
4.11
604
GTX4
GTX1
GTX3
GTX2
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Liite 6. Standardinäytteiden, spiikattujen näytteiden ja vertailunäytteen yhdisteiden pinta-
alat ja retentioajat eri pitoisuuksilla.  
 
Yhdiste Liuotin   Matriisi   Spiikattu   
Pitoisuus Pinta- Retentio- Pinta- Retentio- Pinta- Retentio- 
µM ala aika ala aika ala aika 
STX(204,1)             
0,0332 169 6,79     23 6,39 
0,0663 1004 6,80     14 6,33 
0,166 4251 6,81 203 6,35 85 6,22 
0,332 6866 6,83 958 6,36 405 6,23 
0,663 12818 6,84 2341 6,37 737 6,32 
Vert.näyte         402 5,82 
C1 (316,2)             
0,05650 4 3,02         
0,11300 3 3,14         
0,2825 0 0 1 3,19     
0,5650 185 3,08 7 3,21     
1,130 420 3,18 20 3,17     
Vert näyte             
C2(298)             
0,0170 0 0         
0,0339 7 3,48         
0,0848 49 3,55 0 0     
0,170 34 3,51 2 2,58     
0,339 316 3,54 41 3,55     
Vert näyte             
GTX2(316,2)             
0,0070 1 4,22     78 4,15 
0,0140 31 4,17     25 4,15 
0,2850 127 4,17 313 4,15 272 4,11 
0,5700 301 4,18 559 4,14 145 4,13 
1,140 1720 4,17 1157 4,12 604 4,11 
Vert.näyte         109 4,14 
GTX3(298)             
0,0217 97 4,48     79 4,45 
0,0434 860 4,54     56 4,46 
0,1085 1877 4,54 295 4,47 192 4,44 
0,2170 3469 4,54 1494 4,47 323 4,43 
0,4340 7226 4,54 3082 4,47 2098 4,45 
Vert.näyte         417 4,4 
dcSTX(179)             
0,0650 146 6,88     1 6,38 
0,130 307 6,86     40 6,35 
0,325 1054 6,86 50 6,38 64 6,24 
0,650 1314 6,86 243 6,37 109 6,34 
1,30 2854 6,90 666 6,37 113 6,43 
dcNEO(225,1)         67 6,36 
0,01470 0,3 6,82     0 0 
0,02940 49 6,8     0 0 
0,07350 60 6,84 16 6,33 3 6,39 
0,1470 239 6,84 84 6,33 7 6,31 
0,2940 257 6,86 114 6,31 23 6,35 
